Development and application of computational methods for NGS-based microbiome research by Xue, Yaxin
Y a xi n X u e
D e v el o p m e nt a n d a p pli c ati o n of  
c o m p ut ati o n al m et h o ds f or  
N G S -b as e d mi cr o bi o m e r es e ar c h
2 0 2 0
T h esis f or t h e d e gr e e of P hil os o p hi a e D o ct or ( P h D)
U ni v ersit y of B er g e n, N or w a y
at t h e U ni v ersit y of B er g e n
A v h a n dli n g f or gr a d e n p hil os o p hi a e d o ct or ( p h. d )
v e d U ni v ersit e et i B er g e n
.
2 0 1 7
D at o f or dis p ut as: 1 1 1 1
Ya xi n X u e
D e v el o p m e nt a n d a p pli c ati o n of
c o m p ut ati o n al m et h o d s f or N G S- b a s e d
mi cr o bi o m e r e s e ar c h
T h esis f or t h e d e gr e e of P hil os o p hi a e D o ct or ( P h D)
D at e of d ef e ns e: 0 5. 1 1. 2 0 2 0
T h e m at eri al i n t his p u bli c ati o n is c o v er e d b y t h e pr o visi o ns of t h e C o p yri g ht A ct.
Pri nt:      S ki p n es K o m m u ni k asj o n / U ni v ersit y of B er g e n
© C o p yri g ht Ya xi n X u e
N a m e:        Ya xi n X u e
Titl e:  D e v el o p m e nt a n d a p pli c ati o n of c o m p ut ati o n al m et h o ds f or N G S- b as e d mi cr o bi o m e r es e ar c h




S ci e ntifi c e n vir o n m e nt  
T his w or k pr es e nt e d i n t his t h esis w as f u n d e d b y a P h D gr a nt fr o m t h e U ni v e rsit y of 
B e r g e n ( UI B) , a n d c arri e d o ut at t h e C o m p ut ati o n al Bi ol o g y U nit ( C B U) i n 
D e p art m e nt of I nf or m ati cs  (II). I w as als o affili at e d wit h t h e N ati o n al R es e ar c h S c h o ol 
i n Bi oi nf or m ati cs, Bi ost atisti cs a n d S yst e m s Bi ol o g y ( N O R BI S). M y w or k w as 
s u p er vis e d b y Pr of ess or I n g e J o n ass e n e m pl o y e d at C B U, t o g et h er wit h t w o c o -
s u p er vis ors: Pr of ess or Lis e Ø vr e ås at D e p art m e nt of Bi ol o gi c al S ci e n c e, UI B, a n d Dr 





A c k n o wl e d g e m e nt s  
Firstl y, I w o ul d li k e t o e x pr ess m y d e e p est gr atit u d e t o m y s u p er vis or  – I n g e J o n ass e n 
– f or gi vi n g m e t his gr e at o p p ort u nit y t o w or k wit h hi m a n d c o nti n u o us s u p p ort wit h 
his p ati e n c e, m oti v ati o n a n d e x p ertis e d uri n g m y e ntir e P h D p eri o d. T h a n ks f or 
i ntr o d u ci n g m e i nt o m ulti pl e pr oj e cts a n d y o ur c oll a b or at ors all o v er t h e w orl d. Y o u 
al w a ys h a v e p e n etr ati n g i nsi g ht i nt o s ci e n c e, a n d c o ul d t a k e t h e ti m e t o dis c uss wit h 
m e d es pit e a b us y s c h e d ul e of y o u. W h at i m pr ess e d m e m ost is e v er y ti m e w h e n I w as 
st u c k i n pr o bl e ms, y o u w er e a bl e t o c at c h k e y p oi nts a n d i ns pir e m e wit h n e w i d e a s. 
M or e o v er, y o u ar e a c h e erf ul a n d fri e n dl y p ers o n wit h a gr e at l o v e f or lif e a n d w or k, 
y o u h a v e m a d e a n e x c ell e nt w or ki n g a n d s ci e ntifi c e n vir o n m e nt i n o ur gr o u p, I f e el s o 
l u c k y t o b e p art of it.  
T h a n ks t o Lis e Ø vr e ås a n d A n d ers L a n z é n, w h o ar e m y a cti v e c o -s u p er vis ors, f or 
s u p er visi o n a n d e n c o ur a g e m e nt. T o Lis e, t h a n ks f or l etti n g m e i n v ol vi n g y o ur 
p er m afr ost m et a g e n o mi c st u d y a n d gi vi n g m e a l ot gi d di n ess wit h y o ur e x p ertis e, 
w hi c h h as gr e atl y e x p a n d e d m y k n o wl e d g e i nt o t his n e w fi el d. Als o, I’ m gr at e f ul f or 
g etti n g m e i n c o nt a ct wit h N esli h a n a n d f a cilit ati n g m y visit of h er l a b i n B er k el e y. T o 
A n d ers, t h a n ks f or y o ur h ar d w or k a n d gr e at c o ntri b uti o n t o t h e M et a Ri b pr oj e ct: y o u 
pr o p os e d it as o n e of m y pr oj e cts f o c usi n g o n bi oi nf or m ati cs, s p e nt ti m e t o dis c uss 
wit h us a n d h el p e d t o a d dr ess m a n y iss u es wit h y o ur ri c h e x p eri e n c e i n bi oi nf or m ati cs.  
I n a d diti o n, I w o ul d li k e t o t h a n ks f or all m y c oll a b or at ors. T o N esli h a n T aş, t h a n ks f or 
t h e o p p ort u nit y t o visit y o ur i ns piri n g gr o u p i n B er k el e y L a b. W e h ad gr e at 
c oll a b or ati o ns st art e d fr o m t h er e, a n d y o u g a v e m e l ots of a d vi c e a n d g ui d a n c e. I’ m 
gl a d t o b e li n k e d wit h y o ur f a nt asti c t e a m m e m b ers, Y a o mi n g a n d M e g a n, a n d r e all y 
l o o ki n g f or w ar d t o m or e c oll a b or ati o ns i n t h e f ut ur e. A bi g t h a n k t o R u n e Ni els e n a n d 
T o m as E a g a n w h o bri n g m e i nt o t h e e x citi n g B er g e n C O P D mi cr o bi o m e st u d y, a n d 
p ut f or w ar d m a n y g o o d s u g g esti o ns t o i m pr o v e o ur a n al ysis fr o m t h e cli ni ci a ns’ 




T h a n k all c oll e a g u es at C B U a n d I nf or m ati cs D e p art m e nt f or cr e ati n g a gr e at w or k 
e n vir o n m e nt, f or m a n y e v e nts a n d s o ci al a cti viti es. S p e ci al t h a n ks t o m y offi c e m at e 
a n d fri e n d, Xi a o K a n g, f or t h e r el a x e d f o o d p arti es a n d i nt er esti n g dis c ussi o ns. A d a m 
a n d G u n n ar t h a n ks f or h el pi n g wit h g etti n g st art e d a n d or g a ni zi n g m a n y C B U 
a cti viti es, I  miss e d o ur r el a x e d g at h eri n g t o g et h er wit h K or n el, K asi a, T a k a y a a n d 
ot h er fri e n ds. A h u g e t h a n k y o u t o C hristi n e f or or g a ni zi n g m a n y N O R BI S a cti viti es 
a n d e n c o ur a g e d m e t o p arti ci p at e t h e m, w hi c h h as gr e atl y e x p a n d e d m y n et w or k, y o u 
di d a v er y g o o d c o or d i n at or w or k. I a m gr at ef ul t o pr of ess or Pi n ar a n d J a n, w h o 
t e a c h e d m e h o w t o b e a g o o d t e a c h er a n d c o m m u ni c at e wit h st u d e nts. T h a n ks f or t h e 
r est of C B U ers. 
Fi n all y, I w a nt t o t h a n k m y f a mil y a n d fri e n ds. H e artf elt t h a n ks t o m y f a mil y f or b ei n g 
s u p p orti v e a n d e n c o ur a gi n g as al w a ys. T o m y m ot h er a n d f at h er, f or c o n c er ni n g a b o ut 
m e all t h e ti m e wit h t h eir l o v es. T o m y d e ar bi g sist ers, f or t a ki n g c ar e of o ur p ar e nts 
s o I c o ul d f o c us o n m y st u d y a br o a d. A s p e ci al t h a n k t o m y d e ar c o usi n Yi n g X u e a n d 
h er h us b a n d Xi n g Z h e, w h o i ntr o d u c e d m e t o UI B, h el p e d m e f or a p pli c ati o n a n d 
s ettl e m e nt, a n d t o o k c ar e of m e d uri n g l ast 4 y e ars i n B er g e n. Als o, m a n y t h a n ks t o m y 
fri e n ds Y u e, M ei, K e n n et h, M err y, J a y m e a n d m a n y ot h ers w h o h a v e s u p p ort e d m e t h e 
P h D st u di es a n d t h e sis writi n g. (最 后 ， 由 衷 的 感 谢 家 人 对 我 长 久 以 来 无 私 的 支 持
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S u m m ar y  
T h e a d v a n c e of D N A s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi es h as dr a m ati c all y e x p a n d e d o ur 
k n o wl e d g e of mi cr o bi al c o m m u nit y c o m p ositi o n a n d t h eir f u n cti o ns fr o m di v ers e 
e n vir o n m e nts. T h e  m ost c o m m o n N e xt G e n er ati o n S e q u e n ci n g ( N G S )-b as e d m et h o ds 
us e d f or t his p ur p os e ar e m ar k er g e n es ( 1 6 S  ri b os o m al R N A (r R N A), 1 8 S r R N A a n d 
I nt er n al tr a ns cri b e d s p a c er (I T S)), m et a g e n o m e a n d m et atr a ns cri pt o m e, w hi c h all h a v e 
wi d e a p pli c ati o ns wit h diff er e nt  pr o mi n e n c e. M e a n w hil e, n u m er o us bi oi nf or m ati c 
t o ols a n d w or kfl o w s h a v e b e e n d e v el o p e d f or a c o m pl et e a n d c o m pr e h e nsi v e a n al ysis 
of a b o v e a p pr o a c h es, w hi c h m a k es it r el ati v el y e as y t o a c hi e v e b asi c r es ults wit h 
st a n d ar d pr o c e d ur e. H o w e v er, c urr e nt w or kfl o ws c a n o nl y pr o vi d e g e n eri c a n al ys es f or 
w ell -st u di e d e n vir o n m e nts, a n d t h e c h oi c e of m et h o ds aff e ct r es ults si g nifi c a ntl y. I n 
t his t h esis, I e x pl or e b est a n al yti c al pr a cti c es a n d a d dr ess bi oi nf or m ati c c h all e n g es i n 
N G S -b as e d mi cr o bi o m e r es e ar c h, wit h e m p h a sis o n l o w -bi o m ass a n d p o orl y 
c h ar a ct eri z e d e n vir o n m e nts.   
P a p e r I  a n d P a p e r II  i n v esti g at e d mi cr o bi al c o m m u nit y c o m p ositi o n i n h u m a n 
o bstr u cti v e l u n g dis e as es t hr o u g h m ar k er g e n e s e q u e n ci n g. First, w e est a blis h e d r o b ust 
m et h o ds f or m ar k er g e n e s e q u e n ci n g a n al ysis i n  C hr o ni c O bstr u cti v e P ul m o n ar y 
Dis e as e  (C O P D ) mi cr o bi o m e r es e ar c h b o t h e x p eri m e nt all y a n d i n sili c o. S e c o n d, w e 
i n v esti g at e d t h e st a bilit y of air w a y mi cr o bi ot a i n C O P D p ati e nts a n d h e alt h y c o ntr ol 
s u bj e cts o v er ti m e usi n g o ur pr o c e d ur es. I n P a p e r I , w e e v al u at e d s us c e pti bilit y of 
or o p h ar y n g e al c o nt a mi n ati o n wit h t hr e e br o n c h os c o pi c s a m pli n g t e c h ni q u es: s m all -
v ol u m e l a v a g e ( S V L), pr ot e ct e d br o n c h o al v e ol ar l a v a g e ( P B A L), bil at er al pr ot e ct e d 
s p e ci m e n br us h ( P S B). W e e m p h asi z e d t h e i m p a ct of l a b or at ori al a n d br o n c h os c o pi c 
c o nt a mi n ati o n i n C O P D mi cr o bi o m e  st u d y; a n d d e m o nstr at e d  t h at pr ot e ct e d 
a p pr o a c h es ( P B A L a n d P S B) c o ul d dis c o v er m or e u ni q u e o p er ati o n al t a x o n o mi c u nits 
( O T Us) t h a n u n pr ot e ct e d l a v a g e t hr o u g h t h e br o n c h os c o p e w or ki n g c h a n n el. D u e t o 
t h e r a pi d a d v a n c e m e nt of mi cr o bi o m e a n al ysis m et h o ds, P a p e r II  f urt h er i m pr ov e d 
o ur bi oi nf or m ati c pr o c essi n g, i n cl u di n g r e pl a ci n g O T Us wit h a m pli c o n s e q u e n c e 
v ari a nts ( A S Vs) a n d r e m o vi n g p ot e nti al c o nt a mi n ati o n i n sili c o. I n P a p e r II  w e als o 
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e v al u at e d h o w mi cr o bi al c o m p ositi o n c h a n g e d a m o n g gr o u ps  b y c o m p ari n g b ot h al p h a 
a n d b et a di v ersit y q u a ntit ati v el y wit h a d v a n c e d  st atisti c al  m et h o ds. W e o bs er v e d t h at 
di v ersit y b et w e e n t h e t w o pr o c e d ur es w as hi g h er i n t h e air w a y s a m pl es t h a n i n t h e or al 
s a m pl es a n d m or e s o i n t h e P S B s a m pl es t h a n i n t h e P B A L s a m pl es, w hi c h i n di c at e d 
t h e v ari a n ce of mi cr o bi ot a b et w e e n e x a mi n ati o ns. H o w e v er, w e f o u n d a si g nifi c a ntl y 
l o w er di v ersit y wit hi n-i n di vi d u als t h a n b et w e e n-i n di vi d u als, s u p p orti n g t h e e xist e n c e 
of a c or e air w a ys -r esi di n g mi cr o bi ot a.   
I n P a p e r III  a n d P a p e r I V,  w e i n v esti g at e d mi cr o bi al c o m m u nit y c o m p ositi o n a n d 
t h eir f u n cti o n al p ot e nti al fr o m p er m afr ost s oil at S v al b ar d N or w a y, t hr o u g h a d e e p 
W h ol e  G e n o m e  M et a g e n o mi cs ( W G M S) a n al ysis. P a p e r III  r e p ort e d 5 6 m et a g e n o m e-
ass e m bl e d g e n o m es ( M A Gs) fr o m 1 3 p h yl a r e c o v er e d fr o m S v al b ar d p er m afr ost c or es. 
P a p e r I V  f o c us e d o n r e v e ali n g t h e k e y mi cr o bi al c o m m u nit y c o m p ositi o n a n d 
c o m bi n e d t his wit h m et a b oli c p ot e nti al i n S v al b ar d p er m afr ost b y usi n g n o v el 
bi oi nf or m ati c m et h o ds. First, w e e x pl or e d t h e b est pr a cti c e of M A G r efi n e m e nt f or 
c o m pl e x e n vir o n m e nts li k e p er m afr ost, pr o p osi n g a n i m pr o v e d w or kfl o w w hi c h c o ul d 
r e c o v er m or e M A Gs t h at w o ul d ot h er wis e b e dis c ar d e d d u e t o t h e hi g h c o nt a mi n ati o n 
l e v el. S e c o n d, w e d e v el o p e d a n o v el c o m p ut ati o n al a p pr o a c h f or c o m p ari n g f u n cti o n al 
p ot e nti al a cr oss m ulti pl e s a m pl es fr o m a M A G c e ntri c vi e w, w hi c h i nt e gr at e d 
c o v er a g e distri b uti o n a n d K E G G m o d ul e  ( M O) i nf or m ati o n. T his a p pr o a c h e n a bl e d a 
d e e p er  u n d erst a n di n g  of f u n cti o ns li n k e d wit h s oil d e pt h  a n d M A Gs,  i n a d diti o n t o 
dis c o v er  n e w tr e n ds b et w e e n  a cti v e l a y er ( A L) a n d p er m afr ost l a y er ( P L). T hr o u g h 
t h es e a p pr o a c h es, w e f o u n d t h at mi cr o bi al c o m m u nit y c o m p ositi o n s hift e d m ar k e dl y 
wit h d e pt h; w e hi g hli g ht e d  k e y m et a b oli c c h ar a ct eristi cs i n S v al b ar d M A Gs, s u c h as 
a er o bi c r es pir ati o n a n d s oil or g a ni c m att er d e c o m p ositi o n, t h at m a y pl a y a cr u ci al r ol e 
i n S v al b ar d p er m afr ost. O ur fi n di n gs pr o vi d e d a n o v el vi e w  of h o w mi cr o bi o m e 
s ur vi v e a n d a c q uir e r es o ur c es i n a n e xtr e m el y li mit e d r es o ur c e c o n diti o n li k e 
p er m afr ost.  
I n P a p e r V  w e i ntr o d u c e d a n o v el bi oi n f or m ati c t o ol – M et a Ri b – f or r R N A g e n e 
ass e m bl y. A c c ur at e r e c o nstr u cti o n of r R N A g e n es is ess e nti al t o t a x o n o mi c 
i d e ntifi c ati o n wit hi n a mi cr o bi al c o m m u nit y. H o w e v er, c urr e nt r R N A ass e m bl y t o ols 
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ar e r estri ct e d t o m et a g e n o mi cs or m ar k er g e n e a n al ysis, si mi l ar t o ols ar e l a c ki n g i n 
t ot al R N A m et atr a ns cri pt o mi cs d u e t o t h e i n cr e asi n g si z e a n d c o m pl e xit y of t h e 
s e q u e n c e d at a g e n er at e d. I n t his w or k w e d e v el o p e d M et a Ri b, ai mi n g  t o f ast a n d 
a c c ur at e r e c o nstr u cti n g f ull -l e n gt h r R N A s e q u e n c es opti mi z e d f or  t ot al R NA 
m et atr a ns cri pt o mi c d at a. M et a Ri b i m pl e m e nts a n it er ati v e pr o c ess t o r e c o nstr u ct r R N A 
g e n es, a n d a p ost -ass e m bl y pr o c ess t o r e d u c e f als e -p ositi v e s e q u e n c es a n d esti m at e 
r el ati v e a b u n d a n c e. W e a p pli e d it t o b ot h si m ul at e d a n d r e al-w orl d t ot al R N A 
m et atr a ns cri pt o mi c d at as ets. C o m p ar e d wit h ot h er e xisti n g t o ol s, w e s h o w t h at usi n g 
M et a Ri b w e ar e a bl e t o p erf or m f ast r R N A r e c o nstr u cti o n a cr oss m ulti pl e s a m pl es 
wit h a l o w f als e p ositi v e r at e, e v e n i n v er y l ar g e d at as ets, i n a d diti o n it pr o vi d es 
a c c ur at e t a x o n o my- i n d e p e n d e nt r el ati v e a b u n d a n c e esti m ati o n . 
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Li st of p u bli c ati o n s 
P a p e r I  
Pr ot e ct e d s a m pli n g is pr ef er a bl e i n br o n c h os c o pi c st u di es of t h e air w a y mi cr o bi o m e 
( Gr ø ns et h, R.* , Dr e n g e n es, C., Wi k er, H. G., T a n g e d al, S., X u e, Y. , H us e b ø, G. R., 
S v a n es, Ø., L e h m a n n, S., A ar d al, M., H o a n g, T., K al a n a nt h a n, T., Hj ell est a d 
M arti ns e n, E. M., Or v e d al L eit e n, E., A a n er u d, M., N or d ei d e, E., H a al a n d, I., 
J o n ass e n, I., B a k k e, P., & E a g a n, T.) ( 2 0 1 7). E R J o p e n r es e ar c h, 3( 3), 0 0 0 1 9 -2 0 1 7 . 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 3/ 2 3 1 2 0 5 4 1. 0 0 0 1 9 -2 0 1 7 . 
C o nt ri b uti o n  
I p erf or m e d t h e al p h a a n d b et a di v ersit y a n al ysis, i n v esti g at e d t h e p ot e nti al of 
mi ni mi zi n g  c o nt a mi n ati o n iss u e wit h bi oi nf or m ati cs i n d o w ns tr e a m a n al ysis, i n cl u di n g 
r e m o v e c o m m o n r e a g e nt a n d l a b or at or y c o nt a mi n ati o n a n d pr e di ct t h e c o nt a mi n ati o n 
wit h n e g ati v e c o ntr ols.   
P a p e r II  
R e p e at e d br o n c h os c o p y i n h e alt h a n d o bstr u cti v e l u n g dis e as e: Is t h e air w a y 
mi cr o bi o m e st a bl e ? ( Gr ø ns et h, R.* , X u e , Y.* , J o n ass e n, I., H a al a n d, I., K o m m e d al, 
K o m m e d al O., Wi k er, H. G., Dr e n g e n es, C., B a k k e, P., & E a g a n, T.) (s u b mitt e d) 
C o nt ri b uti o n  
I c o ntri b ut e d t o t h e bi oi nf or m ati c d o w nstr e a m a n al ysis a n d m et h o d s e cti o n of t h e 
m a n us cri pt. I assist e d t o i m pr o v e bi oi nf or m ati c w or kfl o ws of al p h a a n d b et a di v ersit y, 
p erf or m t h e st atisti c al a n al ysis, g e n er at e d fi g ur es, a n d writ e m et h o d s e cti o n of t h e 
ori gi n al m a n us cri pt.   
P a p e r III  
B a ct eri al a n d Ar c h a e al M et a g e n o m e -Ass e m bl e d G e n o m e S e q u e n c es fr o m S v al b ar d 
P er m afr ost. ( X u e, Y. * , J o n as s e n, I., Ø vr e ås, L., & T aş, N.) ( 2 0 1 9). Mi cr o bi ol o g y 
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1.   I ntr o d u cti o n 
1. 1  Mi cr o bi o m e r e s e ar c h m et h o d s  
1. 1. 1  E a rl y hi st o r y  
T h e hist or y of mi cr o bi o l o g y c a n b e tr a c k e d b a c k t o t h e 1 6 7 0s, w h e n A nt o ni e v a n 
L e e u w e n h o e k , k n o w n as ‘t h e f at h er of mi cr o bi ol o g y’ , st u di e d mi cr o b es wit h his  s elf -
m a d e  mi cr os c o p e  [ 1]. Si n c e t h e n, d i v ers e mi cr o b es  h a v e b e e n f o u n d t o pl a y cr u ci al 
r ol es i n t h e e n vir o n m e nt a n d i n h u m a n h e alt h.  Mi cr o bi o m e r ef ers t o all g e n eti c 
m at eri al of mi cr o b es (b a ct eri a, ar c h a e a, pr otists, f u n gi a n d vir us ) t h at li v e i n a gi v e n  
e c os ys t e m. M et h o ds f or i n v esti g ati n g  mi cr o bi o m es  c o ul d b e eit h er c ult ur e -d e p e n d e nt 
or c ult ur e -i n d e p e n d e nt. C ult ur e -d e p e n d e nt m et h o ds , s u c h as p h ysi ol o gi c al 
c h ar a ct eris ati o n , is ol ati o n a n d c ulti v ati o n, w er e d o mi n a nt o v er a l o n g p eri o d i n t h e 
p ast. H o w e v er, t h e mi cr o bi al u ni v ers e is e n or m o us ; still it is esti m at e d t h at l ess t h a n 
1 % n at ur al  i n di g e n o us mi cr o b es c o ul d b e c ulti v at e d usi n g st a n d ar d t e c h ni q u es [ 2]. 
Ot h er r estri cti o ns i n cl u d e bi as e d gr o wt h d uri n g c ult uri n g a n d f ail t o c a pt ur e s y m bi oti c 
a n d di v ers e r el ati o ns hi ps i n c o m pl e x e n vir o n m e nts [ 3].  
C ult ur e -i n d e p e n d e nt t e c h ni q u es ar e m ostl y b as e d o n t h e s e q u e n c es of ri b os o m al R N A 
(r R N A), a t y p e of n o n -c o di n g R N A wit h pr e v al e nt a n d c o ns er v e d n at ur e a cr oss all 
or g a nis ms b e c a us e of its f u n d a m e nt al r ol e i n tr a nsl ati o n of tr a ns cri b e d g e n es. I n t h e 
1 9 7 0s W o es e et al. dis c o v er e d  t h at t h e s e q u e n c es of r R N A g e n es c o ul d b e us e d as a n 
effi ci e nt e v ol uti o n ar y c hr o n o m et er t o a n al ys e t h e p h yl o g e n etic r el ati o ns hi ps a m o n g all 
li vi n g or g a nis m s [ 4]. Si n c e t h e n, c ult ur e -i n d e p e n d e nt m et h o ds h a v e b e e n f urt h er 
d e v el o p e d t o  o v er c o m e t h e dr a w b a c ks of c ult ur e i n d e p e n d e nt m et h o ds . T h e y h a v e 
b e e n wi d el y us e d i n i n v esti g ati n g mi cr o bi al c o m m u niti es, es p e ci all y wit h t h e 
a p pli c ati o n of p ol y m er as e c h ai n r e a cti o n ( P C R) t o a m plif y t ar g et e d r R N A g e n es. 
S e v er al s u c h P C R -b as e d m et h o ds h a v e b e e n d e v el o p e d ,  i n cl u di n g t er mi n al r estri cti o n 
fr a g m e nt l e n gt h p ol y m or p his ms ( T-R F L P) [ 5], d e n at uri n g gr a di e nt g el el e ctr o p h or esis 
( D G G E)  [ 6] a n d q u a ntit ati v e  P C R ( q P C R) [ 7]. Ot h ers ar e P C R -i n d e p e n d e nt, s u c h as 
fl u or es c e n c e i n sit u h y bri di z ati o n ( FI S H) [ 8] a n d mi cr o arr a ys [ 9]. Alt h o u g h t h os e 
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a p pr o a c h es h a v e b e e n wi d el y us e d  a n d pr o p ell e d t h e fi el d gr e atl y, s o m e li mit ati o ns 
still r e m ai n. F or e x a m pl e, t h os e t e c h ni q u es l a c k t h e d et ail e d g e n o mi c i nf or m ati o n o n 
t h e w h ol e mi cr o bi al c o m m u nit y a n d t h eir i n di vi d u al m e m b ers, m a ki n g it diffi c ult t o 
o bt ai n a d e e p u n d erst a n di n g of di v ers e  a n d or c o m pl e x c o m m u niti es. F urt h er m or e, 
t h es e m et h o ds ar e pri m aril y l o w -t hr o u g h p ut t e c h ni q u es. H o w e v er, t h e a d v e nt a n d 
a p pli c ati o n of n e xt -g e n er ati o n s e q u e n ci n g ( N G S)  m et h o ds  h a v e r e v ol uti o ni z e d 
mi cr o bi al r es e ar c h a n d gi v e n birt h t o m a n y e x citi n g  n e w fi el ds, s u c h as m et a g e n o mi cs, 
m et atr a ns cri pt o mi cs a n d si n gl e -c ell m et a g e n o mi cs [ 1 0] .  
1. 1. 2  T h e ri s e of s e q u e n ci n g t e c h n ol o g y  
D N A s e q u e n ci n g is t h e pr o c ess of d et er mi ni n g t h e or d er of n u cl e oti d es ( A, T, C, G) i n 
a gi v e n D N A. Fr o m t h e dis c o v er y of D N A str u ct ur e b y W ats o n et. al i n 1 9 5 3 [ 1 1], 
t h er e h a v e b e e n i n cr e di bl e i m pr o v e m e nts i n s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi es. 
S a n g er s e q u e n ci n g  
I n 1 9 7 7, Fr e d eri c k S a n g er a n d c oll e a g u es p u blis h e d t h e first-g e n er ati o n s e q u e n ci n g 
t e c h n ol o g y [ 1 2]. It is b as e d o n s e q u e n ci n g b y r e pli c ati o n of D N A a n d 
t h e in c or p or ati o n of di d e o x y n u cl e oti d es ( d d N T Ps: d d A T P, d d C T P, d d G T P, d d T T P) 
t h at will st o p t h e r e pli c ati o n o n c e a d d N T P h as b e e n i n c or p or at e d, s o e a c h fr a g m e nt 
will e n d wit h a l a b el e d d d N T P. T his w as f or m a n y y e ars t h e d o mi n a nt s e q u e n ci n g 
m et h o d u ntil t h e n e xt  g e n er ati o n m et h o ds w er e d e v el o p e d. Y et e v e n n o w S a n g er 
m et h o d r e m ai ns a p o p ul ar t e c h ni q u e i n m a n y l a b or at ori es, es p e ci all y f or t ar g eti n g a n d 
v ali d ati n g s h ort s e q u e n c es.  
N e xt -g e n er ati o n s e q u e n ci n g  
S e v er al n e w m et h o ds w er e d e v el o p e d i n t h e mi d t o l at e 1 9 90s  as alt er n ati v es t o S a n g er 
S e q u e n ci n g. T h es e s o c all e d ‘ n e xt -g e n er ati o n’ ( N G S) m et h o ds ar e m assi v el y p ar all el, 
all o wi n g t h e e ntir e g e n o m e t o b e fr a g m e nt e d a n d s e q u e n c e d i n o n e s e q u e n ci n g r u n b y 
g e n er ati n g l ar g e n u m b er of s h ort r e a ds (t y pi c all y 1 0 0 ~ 3 0 0 b a s e -p airs) f or e a c h g e n o m e 
fr a g m e nt. T h er e ar e m a n y diff er e n c es b et w e e n N G S t e c h n ol o g y a n d S a n g er 
s e q u e n ci n g, b ut a k e y disti n g uis hi n g c h ar a ct eristi c is m ulti pl e xi n g. M ulti pl e xi n g 
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all o ws l ar g e n u m b ers of D N A fr a g m e nts t o b e p o ol e d a n d s e q u e n c e d si m ult a n e o us l y 
d uri n g a si n gl e  r u n, b y usi n g att a c h e d b ar c o d e (s a m pl e m ar k er) s e q u e n c es. T h e m ai n 
a d v a nt a g e of t his t e c h n ol o g y is hi g h -t hr o u g h p ut of s a m pl es  wit h o ut dr asti c all y 
i n cr e asi n g c ost or ti m e. 
T h e  4 5 4 D N A s e q u e n c er  w as t h e first c o m m er ci al N G S i nstr u m e nt r el eas e d i n 2 0 0 5, 
wit h t h e r e-s e q u e n ci n g of t h e M y c o pl as m a g e nit ali u m  g e n o m e  [ 1 3]. It w as b as e d o n a 
p yr os e q u e n ci n g a p pr o a c h  [ 1 4], w hi c h a m plifi es fr a g m e nt e d D N A i n w at er-i n-oil b e a ds  
wit h P C R. 4 5 4 i nstr u m e nts c o ul d g e n er at e u p t o a milli o n r e a ds wit h a v er a g e r e a d 
l e n gt h of 4 0 0 b as es, b ut e a c h r u n is e x p e nsi v e a n d g e n er at es si g nifi c a nt  h o m o p ol y m er 
err ors [ 1 5].  
T h e Ill u mi n a pl atf or m is b as e d o n ‘s e q u e n ci n g b y s y nt h esis’ ( S B S) m et h o d [ 1 6]. T h e 
pri n ci pl e is t o us e a r e v ersi bl e c h ai n -t er mi n ati n g r e a cti o n. N u cl e oti d es ar e 
fl u or es c e ntl y l a b ell e d a n d c a n b e us e d t o s e q u e n c e D N A b as e b y b as e. A li br ary is 
c o nstr u ct e d b y a d di n g u ni v ers al a d a pt er t o b ot h e n ds of e a c h D N A fr a g m e nt, t h e n 
l o a d e d o nt o t h e s e q u e n ci n g fl o w-c ell. E a c h li br ar y fr a g m e nt is a m plifi e d b y bri d g e 
P C R t o f or m a cl ust er. S B S is us e d d uri n g t h e s e q u e n ci n g st e p: e a c h c y cli c r e a cti o n 
c a n o nl y e xt e n d o n e c o rr e ct c o m pl e m e nt ar y b as e t h at is i d e ntifi e d b y i m a gi n g t o 
d et er mi n e f o ur diff er e nt fl u or es c e nt si g n als . T h e c o m pl et e n u cl ei c a ci d s e q u e n c e 
( 2 0 0 ~ 3 0 0 b p) is d et e ct e d aft er c orr es p o n di n g  c y cl es  m at c h e d wit h s e q u e n c e l e n gt h .  
T h e r a pi d d e v el o p m e nt of N G S pl atf or ms , i n cl u di n g 4 5 4, C o m pl et e G e n o m e, S O Li D, 
I o n t orr e nt a n d Ill u mi n a, l e d t o a wi d e a p pli c ati o n of N G S a n d c o nti n u o us r e d u cti o n of 
s e q u e n ci n g c ost . T h er ef or e, t h e p a c e of a d v a n c es i n g e n o m e s e q u e n ci n g t e c h n ol o g y 
h as a c c el er at e d. T h e s p e e d of g e n o m e s e q u e n ci n g h as m or e t h a n d o u bl e d e v er y t w o 
y e ars si n c e 2 0 0 3  w hil e t h e c ost of D N A s e q u e n ci n g is dr o p p e d si g nifi c a ntl y  [ 1 7]. 
A c c o m p a ni e d b y  t h e p a c e of i m pr o v e m e nt of N G S h as sl o w e d d o w n, 4 5 4 a n d S O Li D 
ar e n o l o n g er s u p p ort e d, a n d Ill u mi n a pl atf or m is d o mi n a nt n o w a d a ys . T h eir l at est 
s e q u e n c er  m o d el, Ill u mi n a N o v as e q, c a n  g e n er at e o v er o n e billi o n r e a ds i n t w o d a ys 
f or a f e w t h o us a n d d oll ars wit h 9 9. 9 % a c c ur a c y. 
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H o w e v er, N G S h as als o s o m e dis a d v a nt a g es. O n e of t h e m ai n li mit ati o ns is t h e s h ort -
r e a d l e n gt hs. Ill u mi n a s e q u e n c ers c a n o nl y pr o d u c e s h ort r e a ds ( u p t o 5 0 0 b p): t h e 
a c c ur a c y of n u c l e oti d e i d e ntifi c ati o n dr o ps d u e t o t h e err or a c c u m ul ati o n a n d si g n al 
d e gr a d ati o n [ 1 8]. T h e i nf or m ati o n a n d v ari ati o n i n r e p etiti v e r e gi o ns ar e miss e d as 
w ell, as it c a n n ot c o v er t h e w h ol e r e gi o n. T his pr o bl e m c a n b e p arti all y o v er c o m e  b y 
p air e d -e n d s e q u e n ci n g  w hi c h is t h e m ost c o m m o n s e q u e n ci n g str at e g y. C o m p ar e d wit h 
si n gl e -r e a d d at a, p air e d -e n d s e q u e n ci n g e n a bl es  m or e a c c ur at e ali g n m e nt a n d t h e 
a bilit y t o d et e ct m or e v ari ati o ns t y p e  s u c h as i ns erti o n/ d el eti o n [ 1 9], a n d it all o w s 
c orr e cti o n of s e q u e n ci n g art ef a cts s u c h as a p p ar e nt i ns erti o ns or d el eti o ns . It pr o d u c es 
t w o p air e d -e n d r e a ds  wit h a k n o w n dist a n c e t h at c a n s p a n a l ar g er r e gi o n of g e n o m es 
t h a n si n gl e-e n d r e a ds i n or d er t o i n cl u d e m or e u ni q u e s e q u e n c es. A n ot h er li mit ati o n is 
t h at al m ost all of N G S pl atf or m s r e q uir e a n a m plifi c ati o n st e p, w hi c h c o ul d i ntr o d u c e 
p ot e nti al pr o bl e ms, li k e err ors, a m plifi c ati o n bi as es a n d i nf or m ati o n l oss [ 1 7].  
 
T hir d -g e n er ati o n s e q u e n ci n g  
T o o v er c o m e pr e vi o us  iss u es i n N G S, s e v er al gr o u ps h a v e e x pl or e d alt er n ati v e 
a p pr o a c h es . Si n gl e-m ol e c ul e r e al -ti m e ( S M R T) s e q u e n ci n g d e v el o p e d b y P a c Bi o is 
o n e of t h e r e pr es e nt ati v es t h at m a y r e v ol uti o ni z e t h e fi el d a g ai n. T h e P a c Bi o pl atf or m 
is b as e d o n t h e pr o p erti es of z ero- m o d e w a v e g ui d es ( Z M W) [ 2 0]. Z M W is a v er y 
s m all h ol e l ess t h a n h alf t h e li g ht w a v el e n gt h, w hi c h cr e at es a ti n y v ol u m e t o o bs er v e 
o nl y a si n gl e n u cl e oti d e of D N A b ei n g i n c or p or at e d b y D N A p ol y m er as e. F o ur 
diff er e nt fl u or es c e nt d y es ar e us e d t o r e pr es e nt f o ur D N A n u cl e o b as es . A d et e ct or will 
d et e ct fl u or es c e ntl y l a b ell e d n u cl e oti d es i n c or p or at e d i nt o t h e gr o wi n g D N A c h ai n, 
a n d t h e b as e c all is m a d e a c c or di n g t o t h e c orr es p o n di n g fl u or es c e n c e. T h e P a c Bi o 
s e q u e n c er is a bl e t o pr o d u c e e xtr e m el y l o n g r e a ds ( 1 0 k b - 1 0 0 k b) t h at all o ws e asi er d e 
n o v o g e n o m e ass e m bli es, es p e ci all y f or m a n y s p e ci es w hi c h h a v e l o n g r e p etiti v e 
r e gi o ns. B esi d es t h at, P a c Bi o h as ot h er a d v a nt a g es: mi ni m al bi as ( n o a m plifi c ati o n 
st e p, t ol er a n c e of hi g h G C c o nt e nt), r a n d o m err ors distri b uti o n, a n d dir e ct d et e cti o n of 
b as e m o difi c ati o n li k e m et h yl ati o n [ 2 1]. T h es e c h ar a ct eristi cs e n a bl e br o a d 
a p pli c ati o ns of P a c Bi o s e q u e n ci n g, alt h o u g h s o m e dr a w b a c ks r e m ai n , i n cl u di n g hi g h er 
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err or r at e, l o w er t hr o u g h o ut a n d hi g h er c ost c o m p ar e d t o N G S  pl atf or ms s u c h as 
Ill u mi n a. I n pr a cti c e, h y bri d s e q u e n ci n g str at e gi es ar e m or e aff or d a bl e a n d s c al a bl e 
m a ki n g us e of b ot h a c c ur at e s h ort Ill u mi n a r e a ds a n d P a c Bi o l o n g r e a ds i nst e a d usi n g 
P a c Bi o s e q u e n ci n g al o n e [ 2 1].  
A n ot h er pr o misi n g a p pr o a c h is n a n o p or e s e q u e n ci n g. T h e i d e a is d et e cti n g t h e pri m ar y 
s e q u e n c e w h e n a si n gl e -str a n d D N A m ol e c ul e p ass es t hr o u g h a n a n o p or e c h a n n el 
usi n g el e ctr o p h or esis tr a ns p ort ati o n [ 2 2]. It is m ost d e v el o p e d b y O xf or d N a n o p or e 
T e c h n ol o gi es ( O N T), f o u n d e d i n 2 0 0 5. N a n o p or e c a n g e n er at e e xtr e m e l y l o n g r e a ds 
u p t o 9 0 0 k b. Ot h er a d v a nt a g es i n cl u d e mi ni at uri z ati o n, a m plifi c ati o n fr e e, f ast 
d et e cti o n  a n d l o w s a m pl e m at eri als pr e p ar ati o n. C o m p ar e d t o ot h er pl atf or ms, a m aj or 
diff er e n c e is t h e e xtr e m e p ort a bilit y of n a n o p or e d e vi c es  w hi c h c a n b e pl a c e d i n a U S B 
sti c k as t h e d et e cti o n is b as e d o n el e ctr o ni c si n gl e r at h er t h a n r e a cti o n or o pt i c al. 
Alt h o u g h s o m e c h all e n g es r e m ai n (l o w er a c c ur a c y a n d effi ci e n c y ), it s h o ws gr e at 
p ot e nti al i n m a n y fi el ds, li k e D N A m et h yl ati o n, str u ct ur al v ari ati o n c alli n g, p at h o g e n 
s ur v eill a n c e  a n d b a ct eri al/ vir al o ut br e a k i n v esti g ati o n [ 2 3].  
1. 1. 3  S e q u e n ci n g M et h o d s i n mi c r o bi o m e r e s e a r c h  
E n vir o n m e nt al g e n o mi cs is t h e r es e ar c h of g e n eti c m at eri al r e c o v er e d fr o m s a m pl es 
c o nt ai ni n g mi cr o b es of diff er e nt s p e ci es. H a n d els m a n n et al. r ais e d t h e t er m 
‘ M et a g e n o mi cs’ f or t h e first ti m e b y cl o ni n g t h e D N A fr a g m e nts of c oll e cti v e s oil 
g e n o m es i nt o B A C v e ct ors a n d e x pl ori n g t h e m et a b oli c f u n cti o ns [ 2 4]. M et a g e n o mi cs 
h as h a d a r a pi d d e v el o p m e nt si n c e t h e e m er g e n c e of N G S  a n d  t h e n u m b er of p u blis h e d 
m et a g e n o mi cs p a p ers h as a n e x p o n e nti al gr o wt h ( Fi g ur e 1. 1).  
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Fi g u r e 1. 1: N u m b e r of P u blis h e d p a p e rs w hi c h c o nt ai n ‘ m et a g e n o m e’ o r 
‘ m et a g e n o mi cs’ i n P u b M e d (htt ps:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ p u b m e d ).  
S e q u e n ci n g t e c h n ol o gi es h a v e a wi d e a p pli c ati o n i n pr ofili n g of mi cr o bi al 
c o m m u niti es , w hi c h pr o vi d e t h e i nf or m ati o n a b o ut c o m p ositi o n a n d d y n a mi cs  of t h e 
t ot al c o m m u nit y fr o m m ulti pl e p ers p e cti v es  ( Fi g ur e 1. 2), s p a n ni n g fr o m D N A t o 
pr ot ei n l e v el . I n t his c h a pt er, I will gi v e a bri ef i ntr o d u cti o n of t h e m ost us e d 
t e c h ni q u es s u c h as  m ar k er  g e n e s e q u e n ci n g, w h ol e g e n o m e m et a g e n o mi cs a n d 
m et atr a ns cri pt o mi cs , w hi c h als o l a y t h e f o u n d ati o n a n d ar e hi g hl y r el e v a nt wit h m y 
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Fi g u r e 1. 2: O v e r vi e w of t h e a p pli c ati o n of s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi es i n mi c r o bi o m e 
r es e a r c h. E a c h a p pr o a c h r e v e als diff er e nt l a y ers of i nf or m ati o n ( D N A, R N A, si n gl e c ell, 
pr ot ei n) of c h ar a ct eris ati o n t h e mi cr o bi o m e c o m m u nit y.  
M ar k er g e n e s e q u e n ci n g  
M ar k er g e n es r e pr es e nt s p e ci al g e n e gr o u p s t h at c o ul d b e us e d t o disti n g uis h b et w e e n 
t a x o n o mi c li n e a g es [ 2 5]. Most of t h e m ar e fr o m c o ns er v e d g e n es, s u c h as 1 6 S 
ri b os o m al R N A (r R N A), 1 8 S r R N A  a n d i nt er n al tr a ns cri b e d s p a c er (I T S) . M ar k er 
g e n e s e q u e n ci n g utili z es P C R t o a m plif y s p e cifi c m ar k er g e n e r e gi o ns, f oll o w e d wit h 
N G S t e c h n ol o gi es t o g e n er at e s e q u e n c es of mi x e d s a m pl es . T his a p pr o a c h pr o vi d es a 
f ast a n d c ost-eff e cti v e w a y t o i n v esti g at e mi cr o bi al p h yl o g e n y a n d di v ersit y, a n d h as 
b e e n w ell -t est e d an d wi d el y us e d i n m a n y st u di es [ 2 6]. 1 6 S r R N A s e q u e n c es is o n e t h e 
m ost c o m m o nl y us e d m ar k er g e n e s. A t y pi c al 1 6 S r R N A g e n e is a p pr o xi m at el y 1 5 0 0 
b as es l o n g a n d i n cl u d e 9 c o ns er v e d r e gi o ns ( C 1 -C 9) a n d h y p er v ari a bl e r e gi o ns ( V 1 –
V 9) ( Fi g ur e 1. 3). G e n er all y s p e a ki n g, a s el e ct e d t ar g et h y p er-v ari a bl e r e gi o n  of 1 6 S 
r R N A g e n e ( n or m all y V 3-V 4)  will b e a m plifi e d a n d s e q u e n c e d, as s h o w n i n Fi g ur e 
1. 3.  
D N A e xtr a cti o n
R N A e xtr a cti o n
Si n gl e c ell is ol ati o n
Pr ot ei n e xtr a cti o n
M ar k er g e n e 
S e q u e n ci n g
W h ol e g e n o m e 
m et a g e n o mi cs
M et atr a ns cri pt o mi cs
Si n gl e c ell 
m et a g e n o mi cs
M et a pr ot e o mi cs
1 6 S r D N A
A m plifi c ati o n
c D N A 
s y nt h esis
G C- M S/ H P L C
W h ol e- g e n o m e
A m plifi c ati o n
Mi c r o bi o m e C o m m u nit y E x p e ri m e nt S e q u e n ci n g
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Fi g u r e 1. 3: C o n c e pt u al r e p r es e nt ati o n of t h e 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c es. Y ell o w b o x es 
i n di c at e c o ns er v e d r e gi o ns a n d pi n k b o x es v ari a bl e r e gi o ns. 
A m aj or a d v a nt a g e of m ar k e r g e n e s e q u e n ci n g  is t h e a bilit y t o d et e ct a n d t ar g et n o n -
c ult ur a bl e mi cr o bi ot a . It als o all o ws f or t h e esti m ati o n of r el ati v e a b u n d a n c e of s p e ci es 
i n m ulti pl e s a m pl es si m ult a n e o usl y. T h us, it is wi d el y us e d i n t a x o n o m y a n al ysis of 
mi cr o bi o m e di v ersit y as a c ost -effi ci e nt m et h o d t o ass ess diff er e nt t y p es of h a bit ats 
[ 2 7– 3 0] . H o w e v er, t his m et h o d als o h as s o m e li mit ati o ns. F or e x a m pl e, pri m ers us e d 
t o a m plif y t ar g et e d s e q u e n ci n g  r e gi o ns will i ntr o d u c e bi as es as P C R effi ci e n c y v ari es  
a n d t h es e r e gi o ns ar e n ot t ot all y c o ns er v e d a cr oss all b a ct er i a. T h us, m ar k er g e n e 
s e q u e n ci n g h as a r el ati v e l y l o w r es ol uti o n d u e t o t h e hi g h si mil arit y of 1 6 S r R N A 
g e n es  i n cl os e s p e ci es [ 3 1]. P arti c ul arl y, l o w-bi o m ass s a m pl es ar e s us c e pti bl e t o b e 
aff e ct e d wit h o v er -a m plifi c ati o n : c o nt a mi n ati n g mi cr o or g a nis m s b e c o m e o v er -
r e pr es e nt e d as t h e n u m b er of  P C R c y cl es i n cr e as e [ 3 2].  
W h ol e g e n o m e m et a g e n o mi c s  
W h ol e g e n o m e m et a g e n o mi cs ( W G M S) r ef ers t o t h e a p pli c ati o n of N G S t o s e q u e n c e 
t h e w h ol e D N A c o nt e nt i n a c o m m u nit y dir e ctl y wit h o ut m ar k er g e n e a m plifi c ati o n. 
W G M S s h e ars D N A e xtr a ct e d fr o m h a bit at r a n d o ml y, t h e n s e q u e n c es a n d ass e m bl y 
i nt o l o n g c o nti gs a n d s c aff ol ds. C o m p ari n g wit h m ar k er g e n e s e q u e n ci n g, it e n a bl es 
n ot o nl y a d e e p er t a x o n o mi c i d e ntifi c ati o n b ut als o a d diti o n al f u n cti o n al k n o wl e d g e 
[ 3 3]. T h e first W G M S st u d y  c o n d u ct e d usi n g N G S w as p u blis h e d i n 2 0 0 6 usi n g 4 5 4 
V 1  V 2  V 3  V 4  V 5  V 6  V 7  V 8  V 9
Vari a bl e R e gi o n
C o ns er v e d R e gi o n
M ar k er G e n e R e gi o n 
A d a pt er  B ar c o d e  U ni v ers al s e q u e n c e
F or w ar d Pri m er R e v ers e Pri m er
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p yr os e q u e n ci n g [ 3 4]. Wit h t h e d e cr e asi n g s e q u e n ci n g c ost a n d i m pr o v e d t hr o u g h p ut, 
W G M S h as b e e n a p pli c a bl e i n m a n y l ar g e s c al e i n v esti g ati o n of c o m pl e x mi cr o bi o m es 
[ 3 5– 3 8] .  
T h e a d v a nt a g e  of W G M S is t o i n v esti g at e t h e g e n er al di v ersit y of all mi cr o bi o m es, 
h o w e v er, it h as s o m e li mit ati o ns [ 3 9]. T h e m ai n c h all e n g e of W G M S a p pr o a c h is t h e 
l ar g e a m o u nt of s e q u e n c e d at a g e n er at e d a n d c o m pl e xit y of c o m p ut ati o n al a n al ysis. 
B esi d es, t h e l a c k of r ef er e n c e d at a b as es m a k es it is c h all e n g e t o i nt er pr et r es ults 
bi ol o gi c all y.  
M et atr a n s cri pt o mi c s  
T h er e ar e s o m e li mit ati o ns of W G M S a n d m ar k er g e n e a n al ysis . For e x a m pl e , t h e y 
c a n n ot dis cri mi n at e  if s e q u e n c es  t h at ar e o bs er v e d i n a c o m m u nit y ar e  fr o m a cti v e 
m e m b ers or j ust m er el y pr es e nt . M et atr a ns cri pt o mi cs ( M T S) us es R N A s e q u e n ci n g t o 
r e c or d e x pr ess e d tr a ns cri pt wit hi n a mi cr o bi al c o m m u nit y at a gi v e n ti m e p oi nt , w hi c h 
pr o vi d es a m or e dir e ct m e as ur e m e nt of  f u n cti o n al a cti vit y a n d a cti v el y e x pr ess e d 
g e n es i n a c o m m u nit y. St u di es wit h M T S h a v e  dr a m ati c i n cr e as e wit h a wi d e r a n g e of 
a p pli c ati o ns, s u c h as a cti v e m e m b er c h ar a ct eri z ati o n [ 4 0], A ntis e ns e R N A d et e cti o n 
[ 4 1] a n d h ost -p ar asit e i nt e gr ati o n . S o m e a d a pt ers f or t hir d -g e n er ati o n s e q u e n c ers li k e 
N a n o p or e als o all o w t h e dir e ct s e q u e n ci n g of R N A. A n r R N A d e pl eti o n st e p is 
t y pi c all y i n cl u d e d i n M T S st u di es i n or d er t o f o c us o n e x pr ess e d m ess a g e R N A 
(m R N A ) e n c o di n g pr ot ei ns, b ut a m or e dir e ct alt er n ati v e is “t ot al R N A s e q u e n ci n g ”, 
w h er e t his is n ot c arri e d o ut  [ 4 2]. M or e d et ail e d i nf or m ati o n of t ot al R N A s e q u e n ci n g 
is d es cri b e d i n s e cti o n 1. 3. W hil e W G M S f o c us es o n c at al o gi n g t h e pr es e nt 
mi cr o bi o m es wit hi n a c o m m u nit y, M T S is a bl e t o q u a ntif y t h e e x pr essi o n l e v el a n d 
m o nit or t h e v ari a n c e of f u n cti o n alit y of mi cr o bi al c o m m u niti es, w hi c h pr o vi d es 
d et ail e d i nf or m ati o n i n u n d erst a n di n g t h e i nt er a cti o n b et w e e n a mi cr o bi al c o m m u nit y 
a n d its h ost [ 4 3]. A s p e ci al a d v a nt a g e  of M T S is st u d yi n g diff er e nt a cti v e 
f u n cti o n aliti es wit h si mil ar mi cr o bi o m e c o m p ositi o n [ 4 4].  
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Li k e g e n er al tr a ns cri pts, M T S h as t h e dis a d v a nt a g es si n c e  t h er e is a g a p b et w e e n 
a cti v el y e x pr ess e d g e n es a n d fi n al m et a b oli c pr o d u cts, a n d it will l os e t h e i nf or m ati o n 
of t h os e mi cr o bi o m e w hi c h w er e n ot a cti v e i n t h at ti m e p oi nt .  
S u m m ar y  
All a p pr o a c h es  i ntr o d u c e d a b o v e ar e wi d el y us e d fr o m s ur v e yi n g mi cr o bi al 
c o m m u niti es  wit h t h eir str e n gt hs a n d w e a k n ess es . T a bl e 1. 1 s u m m ari z es t h e 
a d v a nt a g es  a n d dis a d v a nt a g es  of diff er e nt s e q u e n ci n g a p pr o a c h es. I n pr a cti c e, t h e 
c h oi c e of m et h o ds d e p e n ds o n y o ur r es e ar c h q u esti o n, h y p ot h esis, s a m pl e t y p e a n d 
r es o ur c es. 
M et h o ds  A d v a nt a g es  Li mit ati o ns  
M ar k er g e n e s e q u e n ci n g  
( W h o is t h er e ?) 
•  Q ui c k a n d c h e a p f or s a m pl e 
pr e p ar ati o n a n d s e q u e n ci n g  
•  M a n y a v ail a bl e p u bli c d at as ets a n d 
bi oi nf or m ati c t o ols  
•  V erifi a bl e a bilit y f or d et e cti n g b ot h 
a b u n d a nt a n d r ar e t a x a  
•  P ot e nti al bi as es: a m plifi c ati o n, s el e ct e d 
v ari a bl e r e gi o ns ) 
•  L o w r es ol uti o n b est t o g e n us l e v el  
•  Li mit e d f u n cti o n al i nf or m ati o n  
•  U n a bl e t o i d e ntif y mi cr o bi ot a 
st at es(li v e/ d e a d/ a cti v e)  
•  C o nt a mi n ati o ns fr o m h ost/l a b or at or y 
m a y aff e ct mi cr o bi al si g n at ur es           
M et a g e n o mi cs  
( W h at ar e t h e y d oi n g ?) 
•  Hi g h r es ol uti o n t o s p e ci es a n d 
str ai n l e v el  
•  D et e ct n o v el s p e ci es/ g e n es  
•  I nf er r el ati v e a b u n d a n c e a n d 
f u n cti o n al p ot e nti al si m ult a n e o usl y 
•  A v oi d P C R -r el at e d bi as es 
•  M or e c o m pl e x a n d e x p e nsi v e f or 
s a m pl e pr e p ar ati o n a n d s e q u e n ci n g  
•  R e q uir e h e a v y c o m p ut ati o n al r es o ur c e 
a n d bi oi nf or m ati c a n al ysis  
•  U n a bl e t o i d e ntif y mi cr o bi ot a 
st at es(li v e/ d e a d/ a cti v e)           
•  C o nt a mi n ati o ns fr o m h ost/l a b or at or y 
m a y aff e ct mi cr o bi al si g n at ur es  
M et atr a ns cri pt o mi cs  
( H o w d o t h e y r es p o n d ?) 
•  Pr o vi d e i nf or m ati o n of a cti v e 
f u n cti o ns dir e ctl y 
•  I d e ntif y mi cr o bi ot a st at es 
•  C a pt ur e d y n a mi c v ari ati o ns a m o n g 
s a m pl es  
•  M ost c o m pl e x a n d e x p e nsi v e f or 
s a m pl e pr e p ar ati o n a n d s e q u e n ci n g  
•  P ot e nti al bi as es fr o m h ost 
c o nt a mi n ati o n a n d hi g h tr a ns cri pti o n 
r at e of mi cr o bi ot a 
•  R e q uir es  hi g h q u alit y s a m pl e 
c oll e cti o n a n d st or a g e  
T a bl e 1. 1: C o m p a ris o n of diff e r e nt s e q u e n ci n g m et h o ds i n mi c r o bi o m e st u d y. H er e ar e 
t h e m ai n a d v a nt a g es a n d dis a d v a nt a g es of N G S a p pr o a c h es a p pli e d i n m y t h esis, b as e d o n 
pr e vi o us p u bli c ati o ns [ 4 5, 4 6].  
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1. 2  Bi oi nf or m ati c s  
I n t his s e cti o n w e will gi v e a n o v er vi e w of t h e m ost c o m m o n bi oi nf or m ati c st e ps a n d 
t o ols i n v ol v e d i n m ar k er g e n e, W G M S  a n d M T S a n al ysis.  
1. 2. 1  M a r k e r g e n e  a n al y si s  
Q u alit y c o ntr ol  
T h e first st e p b ef or e st arti n g a n al ysis is t o ass ess t h e q u alit y of t h e r e a ds. R e m o vi n g or 
tri m mi n g of l o w q u alit y r e a ds is t h e f u n d a m e nt al pr o c ess t o o ut p ut  r eli a bl e r es ults, as 
m ost bi as e d di v ersit y a n al ysis ar e c a us e d b y s e q u e n ci n g err ors [ 4 7]. S e v er al t o ols ar e 
a v ail a bl e: s o m e ar e g e n er al q u alit y c o ntr ol ( Q C )-filt er t o ols f or N G S d at a, li k e F ast Q C 
[ 4 8], F A S T X-T o ol kit [ 4 9]; s o m e ar e s p e cifi c all y  d e v el o p e d f or m ar k er g e n e 
s e q u e n ci n g , s u c h as A m pli c o n N ois e [ 5 0] or  P RI N S E Q [ 5 1].  
F urt h er m or e, it s h o ul d b e p oi nt e d o ut t h at i d e ntifi c ati o n a n d r e m o v al of p ossi bl e 
c o nt a mi n ati o n s e q u e n c es is a n e c ess ar y b ut e asil y n e gl e ct e d Q C st e p i n m ar k er g e n e 
a n al ysis. H o w e v er, c o nt a mi n ati o n s e q u e n c es m a y o b s c ur e mi cr o bi al si g n at ur es. It m a y 
c o m e fr o m v ari o us s o ur c es, i n cl u di n g P C R  r e a cti o ns, r e a g e nt, cr oss-c o nt a mi n ati o n  a n d 
e n vir o n m e nt. Pr e vi o us r es e ar c h d e m o nstr at e d t h at c o nt a mi n a nts c o ul d  i m p a ct t h e 
r es ult criti c all y t h us l e a d t o i n a c c ur at e c o n cl usi o n [ 3 2], es p e ci all y  f or l o w-bi o m ass 
e n vir o n m e nts. I n a d diti o n t o c ar ef ul li br ar y pr e p ar ati o n, s e v er al bi oi nf or m ati c t o ols 
w er e d e v el o p e d t o a d dr ess t his iss u e. F or e x a m pl e, D e c o nt a m is a n o p e n -s o ur c e R 
p a c k a g e t o cl assif y c o nt a mi n ati o ns b as e d o n a st a tisti c al m o d el of O T U fr e q u e n c y 
distri b uti o n i n l o w -bi o m ass a n d n e g ati v e c o ntr ol s a m pl es [ 5 2]. It r e q uir es t h e us e of 
n e g ati v e c o ntr ols, w hi c h  us es t h e s a m e pr o c e d ur es as a pri m ar y e x p eri m e nt wit h a 
pl a c e b o or n o tr e at m e nt  a n d is al w a ys r e c o m m e n d i n m ar k er g e n e a n al ysis . Ot h er t o ols  
li k e S o ur c e Tr a c k er [ 5 3] i m pl e m e nt wit h a B a y esi a n a p pr o a c h t h at esti m at es t h e 
pr o p orti o n of c o nt a mi n a nts i n a c o m m u nit y.       
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C hi m er a s r e m o vi n g  
C hi m er as ar e s e q u e n c es f or m e d fr o m t w o or m or e bi ol o gi c al o ri gi ns i n c orr e ctl y j oi n e d 
t o g et h er. T h es e s e q u e n c es c a n artifi ci all y c h a n g e t h e mi cr o bi o m e c o m p ositi o n t h us 
n e e d t o b e r e m o v e d. T h er e ar e t w o m aj or a p pr o a c h es t o d et e ct c hi m er as. O n e is 
r ef er e n c e-b as e d d et e cti o n, all r e a ds will b e s cr e e n e d f or c hi m er as usi n g a w ell -
est a blis h e d, n o n -c hi m eri c r ef er e n c e d at a b as e , li k e U C HI M E [ 5 4] a n d C hi m er a Sl a y er 
[ 5 5]. A n ot h er is d e n o v o  d et e cti o n. A c hi m er a -fr e e r ef er e n c e d at a b as e will b e 
g e n er at e d  f or e a c h N G S d at a a c c or di n g t o t h eir a b u n d a n c e, ass u mi n g t h at t h e m ost 
a b u n d a n c e s e q u e n c es ar e u nli k el y t o b e c hi m er as t h us c o ul d b e us e d as r ef er e n c e . 
U C HI M E pr o vi d es t his a p pr o a c h t o o.  U C HI M E is t h e m ost wi d el y a p pli e d t o ol as it 
s u p p orts t w o m o d es a n d is als o i m pl e m e nt e d i n c o m pr e h e nsi v e pi p eli n es li k e QII M E  
( Q u a ntit ati v e I nsi g hts I nt o Mi cr o bi al E c ol o g y) [ 5 6] a n d M O T H U R [ 5 7]. D E CI P H E R  
[ 5 8] is a n ot h er p o p ul ar t o ol i n c hi m er as d et e cti o n, w hi c h is a p pli c a bl e f or l o n g 
s e q u e n c es ( > = 5 0 0 b p) .  
S e q u e n c e cl u st eri n g  
O n e c o m m o n a p pr o a c h i n m ar k er g e n e s e q u e n ci n g is t o cl ust er s h ort s e q u e n c es i nt o 
O p er ati o n al T a x o n o mi c U nits ( O T Us) b as e d o n s e q u e n c e si mil ariti es. E a c h O T U is 
i nt e n d e d t o r e pr es e nt a t a x o n o mi c u nit d e p e n di n g o n t h e si mil arit y t hr es h ol d. T h e 
s a m pl e -b y -O T U t a bl e c a n t h e n b e us e d t o i n v esti g at e mi cr o bi al “ s p e ci es ”,  di v ersit y 
a n d c o m p ositi o n, et c . M a n y a v ail a bl e t o ols ar e pr o p os e d f or O T U cl ust eri n g, w hi c h 
c a n b e c at e g ori z e d i nt o r ef er e n c e -b as e d  O T U a n d d e n o v o O T U  a p pr o a c h es : a m or e 
d et ail e d c o m p aris o n is a v ail a bl e i n [ 5 9]. F or t h e p ast y e ars cl ust eri n g r e a ds i nt o O T Us 
h as b e e n t h e st a n d ar d pr o c ess i n m ar k er g e n e s e q u e n ci n g a n al ysis [ 6 0]. H o w e v er, O T U 
cl ust eri n g is t y pi c all y us e d ar bitr aril y wit h li mit e d r es ol uti o n : t h e c o m m o n 9 7 % 
si mil arit y c a n oft e n  o nl y disti n g uis h t a x a at g e n us l e v el.  
R e c e ntl y, n e w m et h o ds h a v e b e e n d e v el o p e d t o a d dr ess O T U iss u es. A m pli c o n 
s e q u e n c e v ari a nts ( A S Vs) m et h o ds att e m pt t o m o d el t h e s e q u e n ci n g err or a n d a p pl y 
t h e m o d el wit hi n cl ust eri n g, w hi c h c o ul d disti n g uis h si n gl e s e q u e n c e v ari a nt [ 6 1, 6 2]. 
T o ols li k e D e bl ur [ 6 3] a n d D A D A 2 [ 6 4] alr e a d y i m pl e m e nt A S Vs as st a n d ar d 
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w or kfl o ws. C o nsi d eri n g b ot h s e q u e n c e si mil arit y a n d a b u n d a n c e i n  a m o d el, A S V 
m et h o ds h a v e s h o w n i m pr o v e d s e nsiti vit y  a n d s p e cifi cit y i n m ar k er g e n e s e q u e n ci n g 
a n al ysis c o m p ar e d t o O T U- b as e d m et h o ds i n r e c e nt b e n c h m ar k st u di es [ 6 5]. A n ot h er 
h y bri d cl ust eri n g m et h o ds ar e S W A R M  [ 6 6] a n d S W A R M 2 [ 6 7], w hi c h d efi n e an u nit 
i n b et w e e n A S V s a n d O T U s, wit h c o nsi d er ati o n of a b u n d a n c e p att er ns. 
T a x o n o m y cl a s sifi c ati o n  
T a x o n o m y cl assifi c ati o n is t o assi g n t a x o n o mi c n a m es t o bi ol o gi c al s e q u e n c es. T his 
st e p is t y pi c all y a c hi e v e d eit h er  b y ali g ni n g s e q u e n c es a g ai nst a r ef er e n c e d at a b as e or 
usi n g k -m er b as e d t e c h ni q u es. T h er e ar e s e v er al c o m m o nl y us e d r R N A d at a b as es 
i n cl u di n g Sil v a [ 6 8], Gr e e n g e n es [ 6 9] a n d t h e Ri b os o m al D at a b as e Pr oj e ct ( R D P) [ 7 0]. 
T h e c h oi c e of d at a b as es h as  b e e n f o u n d t o aff e ct t h e fi n al t a x o n o m y r es ult [ 7 1]. Sil v a, 
t h e l ar g est d at a b as e, i n cl u d es t h e m ost t a x o n o mi c u nits a n d h as t h e b est o v er all 
p erf or m a n c e, b ut it r e q uir es m or e c o m p ut ati o n al r es o ur c e [ 7 1].   
Pi p eli n e s  
S e v er al m ar k er g e n e pi p eli n es all o w t h e us er t o p erf or m t h e w h ol e a n al ysis w or kfl o w , 
fr o m r a w D N A s e q u e n c e d at a t o p u bli c ati o n-r e a d y r es ults. QII M E is o n e of t h e m aj or 
p a c k a g es f or m ar k er g e n e a n al ysis p u blis h e d i n 2 0 1 0 t h at h as b e e n a p pli e d t o m a n y 
st u di es [ 5 6]. QII M E 2 is a u p d at e d v ersi o n a v ail a bl e  si n c e 2 0 1 8  [ 7 2]. It a d dr ess es 
s e v er al li mit ati o ns of QII M E 1 wit h m a n y n e w f e at ur es li k e i m pr o v e d m et h o ds, 
gr a p hi c i nt erf a c e, pl u gi n ar c hit e ct ur e, et c.  
M O T H U R  is a n ot h er o p e n -s o ur c e pr oj e ct ai mi n g t o a n al y z e  a n d c o m p ar e  mi cr o bi al 
c o m m u niti es as a si n gl e pi e c e s oft w ar e [ 5 7].T h e m ai n diff er e n c e is  t h e p hil os o p h y:  
M O T H U R  is a st a n d al o n e e x e c ut a bl e pr o gr a m w hi c h h as i nt e gr at e d m a n y e x c ell e nt 
al g orit h ms i nt o o n e, w hil e QII M E  is a p yt h o n i nt erf a c e c o n n e cti n g a l ar g e n u m b er of 
dis p ar at e pr o gr a ms wit h gr e at e x p a nsi bilit y a n d fr e e d o m . A r e c e nt p u blis h e d 
b e n c h m ar k st u d y e v al u at e d  t h e p erf or m a n c e  of QII M E 2, M A Ps e q [ 7 3] a n d 
M O T H U R , d e m o nstr ati n g t h at QII M E 2 w as o pti m al i n m ar k er g e n e pr ofili n g w hil e 
als o m ost c o m p ut ati o n all y e x p e nsi v e t o ol [ 7 4].      
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1. 2. 2  W h ol e g e n o m e m et a g e n o mi c s  
W G M S t ar g ets t h e c o m pl et e s e q u e n c es of all mi cr o bi al g e n o m es wit hi n a c o m m u nit y , 
th us  it yi el ds b o ar d r a n g e of t a x o n o mi c, f u n cti o n al a n d e v ol uti o n ar y i nf or m ati o n. All 
s h ot g u n r e a ds ar e us e d t o d et er mi n e c o m p ositi o n a n d f u n cti o n i n a c o m m u nit y, eit h er 
b y r e a d -b as e d or ass e m bl y -b as e d a n al ysis ( Fi g ur e 1. 4 ).  
 
Fi g u r e 1. 4: S u m m a r y of bi oi nf o r m ati c w o r kfl o w i n W G M S a n al ysis. T h e W G M S d at a 
c o ul d b e a n al ys e d usi n g r e a d- b as e d a p pr o a c h or ass e m bl y- b as e d a p pr o a c h, d e p e n di n g o n t h e 
r es e ar c h o bj e cti v es. R e a d- b as e d a n al ysis t a k es t h e u n ass e m bl e d r e a ds a n d c o m p ar es t h e m 
wit h t h e r ef er e n c e dir e ctl y; ass e m bl y- b as e d a n al ysis att e m pts t o ass e m bl e a n d bi n g e n o m es 
firstl y, t h e n a n al ys e t h e g e n es a n d c o nti gs wit h r ef er e n c e d at a b as es.  
R a w r e a ds
G e n e pr e di cti o n
Ass e m bl y
Bi n ni n g
Q u alit y C o ntr ol
D o w nstr e a m a n al ysis
F u n cti o n al a n n ot ati o nTa x o n o mi c pr ofili n g
R e a d- b a s e d a n al y si s A s s e m bl y- b a s e d a n al y si s
T a x o n o mi c 
r ef e r e n c e
F u n cti o n al 
r ef e r e n c e
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R e a d -b as e d a n al ysis  
R e a d -b as e d a n al ysis utili z es r a w s e q u e n c e r e a ds aft er Q C. T h e c or e i d e a is t o m a p 
r e a ds a g ai nst r ef er e n c e d at a b as es a n d e xtr a ct i nf or m ati o n b as e d o n ali g n m e nt hits. 
B e c a us e e a c h r e a d is c o nsi d er e d i n d e p e n d e ntl y i n t his a p pr o a c h, it all o ws t o p erf or m 
l ar g e-s c al e m et a g e n o mi c pr ofili n g effi ci e ntl y a n d pr o vi d e a r a pi d pr ofili n g of 
c o m m u nit y c o m p ositi o n a n d f u n cti o n. F urt h er m or e , it c a n c a pt ur e t h e i nf or m ati o n of 
r e a ds t h at c a n n ot b e ass e m bl e d. 
T h o u g h pl e nt y of r e a ds ali g n m e nt t o ols ar e a v ail a bl e, m a p pi n g n u m er o us r e a ds dir e ctl y 
t o r ef er e n c e is t y pi c all y n ot t h e b est s ol uti o n f or s u c h a n al ysis: n ot o nl y c o n c er ns  a b o ut 
e xt e nsi v e C P U us a g e b ut als o i n e vit a bl e hi g h f als e p ositi v e hits. T o r e d u c e 
c o m p ut ati o n al r es o ur c e a n d f als e p ositi v e r at e, m a n y t o ols utili z e  s e q u e n c e c h ar a ct er 
(li k e k-m er) or stri n g c o m pr essi o n (li k e B urr o ws -W h e el er tr a nsf or m: B W T ) t o 
pr e pr o c ess r e a ds a n d r ef er e n c es [ 7 5].  
Ass e m bl y -b as e d a n al ysis  
C o m p ari n g wit h r e a d -b as e d a n al ysis, t h e ass e m bl y -b as e d a p pr o a c h is m or e 
c o m pli c at e d wit h s e v er al st e ps, i n cl u di n g ass e m bl i n g t h e r e a ds i nt o c o nti gs, ‘ bi n’ 
c o nti gs i nt o m et a g e n o m e -ass e m bl e d g e n o m es ( M A Gs) , g e n e pr e di cti o n a n d f u n cti on al 
a n n ot ati o n . T his a p pr o a c h e n a bl es t o r e v e al pr e vi o usl y u n k n o w n a n d u n c h ar a ct eri z e d 
g e n o m es a n d p at h w a ys a n d t h us pr o vi d e n o v el bi ol o gi c al  i nsi g hts i nt o c o m pl e x 
c o m m u niti es , b ut it t y pi c all y r e q uir es h e a v y c o m p ut ati o n al r es o ur c es ( es p e ci all y 
m e m or y ) a n d  a d diti o n al a n al yti c  pr o c ess es.  
Q u alit y c o ntr ol  
W G M S a n al ysis n e e ds  c ar ef ul Q C  as a n i niti al st e p , w hi c h ai m t o i d e ntif y a n d r e m o v e 
l o w-q u alit y s e q u e n c es a n d c o nt a mi n a nts. T h er e ar e s e v er al t o ols t h at ar e a v ail a bl e t o 
p erf or m Q C i n W G M S, i n cl u di n g F ast Q C [ 4 8] , M ulti Q C [ 7 6], F ast Q S cr e e n [ 7 7], 
B B D u k [ 7 8], K h m er [ 7 9], et c. T a bl e 1 . 2 s u m m ari z es  t h eir k e y c h ar a ct eristi cs. I n 
a d diti o n, as W G M S is t h e st u d y of t h e e ntir e e n vir o n m e nt al mi cr o bi al c o m m u nit y 
dir e ctl y, i d e ntif i c ati o n a n d filt eri n g of p ossi bl e h ost/ c o nt a mi n ati o n s e q u e n c es is a 
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n e c ess ar y Q C st e p. F or e x a m pl e, it is us ef ul t o s cr e e n s e q u e n c es a g ai nst h u m a n 
r ef er e n c e i n a h u m a n-r el at e d mi cr o bi o m e  st u d y, li k e h u m a n g ut or s ki n mi cr o bi o m e.  
T o ols  F e at u r es  W e bsit e  
F ast Q C  
Pr o vi d e s e v er al gr a p hi c Q C 
st atsti cs i nf or m ati o n  
htt ps:// w w w. bi oi nf or m ati cs. b a br a h a m. a c. u k/ pr oj
e cts/f ast q c/  
M ulti Q C  
A g gr e g at e r es ults fr o m m ulti p e 
s a m pl es i nt o o n e si n gl e r e p ort  
htt ps:// m ulti q c.i nf o/  
F ast Q 
S cr e e n  
S cr e e n s e q u e n c es a g ai nst a s et 
of r ef er e n c e d at a b as e  
htt ps:// w w w. bi oi nf or m ati cs. b a br a h a m. a c. u k/ pr oj
e cts/f ast q _s cr e e n/  
B B D u k  
D e c o nt a mi n at e s e q u e n c es usi n g 
K m er -b as e d o p er ati o ns  
htt ps://j gi. d o e. g o v/ d at a -a n d -t o ols/ b bt o ols/ b b-
t o ols-us er -g ui d e/ b b d u k -g ui d e/  
K h m er  
Tri m a n d n or m ali z e s e q u e n c es 
f or K m er -b as e d a n al ysis  
htt ps:// k h m er.r e a dt h e d o cs.i o  
 T a bl e 1. 2: A list of t o ols f o r q u alit y c o nt r ol i n W G M S.  T h e t a bl e c o nt ai ns s o m e of t h e 
m ost c o m m o nl y us e d t o ols f or W G M S a n al ysis.  
A s s e m bl y  
I n bi oi nf or m ati cs, ass e m bl y r ef ers t o ali g ni n g a n d m er gi n g s h ort r e a ds i nt o l o n g D N A 
fr a g m e nt c all e d c o nti gs, a s et of o v erl a p pi n g s e g m e nts t h at r e pr es e nt a c o ns e ns us 
r e gi o n of D N A. T w o diff er e nt al g orit h ms ar e c o m m o nl y us e d i n ass e m bl y [ 8 0]: 
o v erl a p b as e d al g orit h m – i n cl u di n g tr a diti o n al o v erl a p-l a y o ut c o ns e ns us ( O L C) 
m et h o d [ 8 1] or r e c e nt stri n g gr a p h [ 8 2], a n d d e Br uij n gr a p h [ 8 3]. N u m er o u s 
a p pr o a c h es f or ass e m bl y h a v e b e e n p u blis h e d  a n d t h e c h oi c e of m et h o ds d e p e n ds 
h e a vil y o n y o ur r es e ar c h p ur p os e a n d s a m pl e t y p e. O v erl a p b as e d al g orit h ms ar e 
s uit a bl e  f or l o n g s e q u e n ci n g r e a ds, li k e S a n g er or P a c Bi o, b ut t h e c o m p ut ati o n al 
r e q uir e m e nts b e c o m e i m pr a cti c al wit h e n or m o us r e a ds. D e Br uji n gr a p h a d dr ess es t his 
iss u e p arti all y b y s plitti n g e a c h r e a d i nt o o v erl a p pi n g s u bs e q u e n c es of fi x e d l e n gt h k 
( k-m er), t h at e n a bl es effi ci e nt ass e m bl y f or Ill u mi n a s h ort r e a ds s e q u e n ci n g.  
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It is k n o w n t h at g e n o me ass e m bl y is c h all e n gi n g d u e t o m a n y f a ct ors, li k e 
h et er o g e n eit y, s e q u e n ci n g err ors  a n d l o n g r e p e at r e gi o ns, w hi c h m a y l e a d t o mis -
ass e m bl y a n d fr a g m e nt ati o n. H o w e v er, W G M S ass e m bl y is m or e c h all e n gi n g d u e t o 
its p arti c ul arit y. Firstl y, a m et a g e n o mi c s a m pl e r e pr es e nts a gr o u p of s p e ci es wit h 
diff er e nt a b u n d a n c e r at h er t h a n u nif or m distri b uti o n i n t y pi c al si n gl e g e n o m e 
ass e m bl y, m e a ni n g t h at l o w a b u n d a nt g e n o m es m a y b ar el y ass e m bl e d u e t o 
i ns uffi ci e nt d at a. Pi c ki n g a l o w er k-m er m a y h el p, b ut it will h a v e a  hi g h er c h a n c e of 
g etti n g r e p etiti v e k -m ers t h at l e a ds t o mis -ass e m bl y of t h e g e n o m es. T h us, t h er e is a 
tr a d e off b et w e e n c o v eri n g l o w a b u n d a nt g e n o m es wit h a c c ur at e ass e m bl y f or hi g h 
a b u n d a nt g e n o m es. A n ot h er pr o bl e m is t h e p h yl o g e n eti c dist a n c e. A m et a g e n o m e 
s a m pl e m a y i n cl u d e s o m e hi g hl y si mil ar s e q u e n c es – s u c h as diff e r e nt str ai ns fr o m 
s a m e s p e ci es – t h at o nl y a f e w n u cl e oti d e v ari a n c es. It c a n c a us e t h e ass e m bl y t o 
g e n er at e m a n y fr a g m e nt e d c o nti gs i nst e a d of c o m pl et e dr afts.  
S e v er al m et a g e n o m e -s p e cifi c ass e m bl ers h a v e b e e n d e v el o p e d t o t a c kl e t h es e 
c h all e n g es. F or e x a m pl e, M et a -I D B A att e m pts t o c o v er f or b ot h hi g h a n d l o w 
a b u n d a nt g e n o m es b y it er ati n g wit h m ulti pl e k -m er si z e [ 8 4]. Its e xt e nsi o n, I D B A-U D, 
us es si mil ar str at e g y wit h s p e ci al o pti mi z a ti o n t o h a n dl e u n e v e n  distri b ut e d s e q u e n c es 
[ 8 5]. M et a V el v et-S L is a n e xt e nsi o n of V el v et t h at i nt e gr ati n g a S u p p ort V e ct or 
M a c hi n e ( S V M) – is tr ai n e d b y a si mil ar p o p ul ati o n of s a m pl es – t o i n cr e as e t h e 
p erf or m a n c e [ 8 6]. M E G A HI T us es i n cr e asi n g k-m er str at e g y wit h s u c ci n ct d e Br uij n 
d at a str u ct ur e t o r e d u c e c o m p ut ati o n al c ost [ 8 7]. m et a S P A d es is a m o d e of t h e 
ass e m bl y s oft w ar e  S P A d es f or m et a g e n o mi c ass e m bl y , usi n g a h e uristi c m et h o d t o 
disti n g uis h  i nt ers p e ci es r e p e ats [ 8 8]. It w as r e p ort e d t h at M E G A HI T h a d t h e b est 
o v er all p erf or m a n c e b as e d o n t h eir b e n c h m ar k  d at a s ets  i n Criti c al Ass ess m e nt of 
M et a g e n o m e I nt er pr et ati o n ( C A MI) c h all e n g e  [ 8 9]. A n ot h er b e n c h m ar k st u d y  
s u g g est e d t h at M E G A HI T t o g et h er wit h m et a S P A d es m a y b e t h e b est c h oi c e [ 9 0]. I n 
g e n er al, diff er e nt pr o gr a ms h a v e t h eir o w n str e n gt h s a n d w e a k n ess es  wit h s p e cifi c 
d at as ets . Pi c ki n g t h e pr o p er t o ol is d e p e n di n g o n s e v er al f a ctors ( e. g, r es e ar c h p ur p os e, 
s a m pl e t y p e, pl atf or m, c o v er a g e).  
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Bi n ni n g  
T h e ai m of bi n ni n g is t o gr o u p c o nti gs i nt o M A Gs : e a c h bi n will r e pr es e nt o n e si n gl e 
s p e ci es or str ai n i d e all y. I n s h ort, t w o t y p es of bi n ni n g  m et h o ds ar e a v ail a bl e: 
s u p er vis e d a p pr o a c h es ali g n c o nti gs a g ai nst r ef er e n c e d at a b as es a n d assi g n t h e m i nt o 
r el at e d t a x o n o m y l a b els, u ns u p er vis e d m et h o ds cl ust er c o nti gs i nt o gr o u ps b as e d o n 
s e q u e n c e c h ar a ct eristi cs ( e. g. , t etr a n u cl e oti d e fr e q u e n c y, h o m ol o g y, G C c o nt e nt). 
S u p er vis e d m et h o ds r el y o n s e ar c h h o m ol o g y a g ai nst k n o w n g e n o m es, h o w e v er, o nl y 
a s m all fr a cti o n of mi cr o bi o m e h a v e b e e n s e q u e n c e d, t h us m ost c o nti gs d eri v e d fr o m a 
m et a g e n o mi c s a m pl e, es p e ci all y n o v el g e n o m es, m a y b ar el y m a p t o t h e r ef er e n c e. 
T h er ef or e, c urr e ntl y m ost bi n ni n g m et h o ds ar e d e v el o p e d b as e d o n t h e s e q u e n c e 
c o m p ositi o n, es p e ci all y k -m er fr e q u e n c y [ 9 1].  
M et a B A T us es a k -m e d oi d cl ust eri n g  m et h o d t o bi n c o nti gs b y c al c ul ati n g p air -wis e 
dist a n c e b as e d o n t etr a n u cl e oti d e fr e q u e n c y [ 92] . M a x bi n a n d its u p d ati n g v ersi o n, 
M a x Bi n 2, e m pl o ys a n E x p e ct ati o n -M a xi mi z ati o n ( E M) al g orit h m t o cl ust er c o nti gs 
aft er c o -ass e m bl y of m ulti pl e m et a g e n o mi c d at as ets [ 9 3]. R e c e ntl y, c o v er a g e w er e 
f o u n d as a v er y str o n g c h ar a ct eristi c i n bi n ni n g c o nti gs w h e n m ulti pl e s e q u e n c e 
s a m pl es w er e pr o d u c e d i n a W G M S [ 9 4]. C O N C O C T [ 9 5] a n d Gr o o p M [ 9 6] ar e t w o 
a ut o m at e d bi n ni n g t o ols t h at utili z e  b ot h s e q u e n c e c o m p ositi o n a n d c o v er a g e 
i nf or m ati o n.  
E xisti n g bi n n ers ar e d e v el o p e d b as e d o n diff er e nt cl ust eri n g m et h o ds a n d s e q u e n c e 
f e at ur es, a n d e v al u at e d  wit h t h eir r es p e cti v e b e n c h m ar k d at a s ets. D A S T o ol is a n p ost 
bi n ni n g  m et h o d t h at i nt e gr at es o ut p ut fr o m a fl e xi bl e n u m b er of c urr e nt bi n ni n g t o ols 
t o c al c ul at e a n o pti mi z e d , n o n-r e d u n d a nt s et of bi ns [ 9 7].  
C h e c k M is c o m m o n us e d t o e v al u at e t h e q u alit y of r e c o v er e d M A Gs, li k e 
c o m pl et e n ess a n d c o nt a mi n ati o n, b as e d o n t h e fr e q u e n c y of si n gl e -c o p y m ar k er g e n es 
[ 9 8]. G e n o mi c St a n d ar ds C o ns orti u m ( G S C) pr es e nt a st a n d ar d f or ass essi n g a n d 
e sti m ati n g t h e q u alit y of M A Gs [ 9 9]. C o m p ari n g wit h c o nti gs, r e c o v er e d M A Gs c o ul d 
pr o vi d e m or e d et ail e d i nf or m ati o n f or d o w nstr e a m a n al ysis, s u c h as p h yl o g e n eti c 
a n al ysis, f u n cti o n al pr ofil es a n d a b u n d a n c e  esti m ati o n a cr oss s a m pl es.  
 
 2 2  
2 2
G e n e pr e di cti o n  
Pr e di cti n g  g e n es or ot h er f e at ur es , li k e C RI S P R r e p e ats, t R N A, a n d n o n -c o di n g R N A , 
is a c o m m o n pr er e q uisit e st e p t o f u n cti o n al a n n ot ati o n. It is n ot e d t h at ass e m bl y is n ot 
a n e c ess aril y pr e c o n diti o n f or t his pr o c e d ur e: r a w r e a ds c a n als o b e us e d t o pr e di ct 
g e n es dir e ctl y. F or e x a m pl e, Fr a g G e n e S c a n [ 1 0 0] is a t o ol t h at pr e di cts g e n es fr o m 
s h ort r e a ds i n c or p or ati n g a s e q u e n c e err or m o d el a n d c o d o n us a g e  st atisti cs . T his 
a p pr o a c h is a bl e t o pr o vi d e a n o v er vi e w of f u n cti o n alit y q ui c kl y . H o w e v er , it is hi g hl y 
d e p e n d i n g o n t h e l e n gt h a n d q u alit y of r a w r e a ds , w hi c h  is im pr a cti c al  t o o bt ai n 
d et ail e d f u n cti o n al i nf or m ati o n fr o m a bi ol o gi c al p ers p e cti v e . T h er ef or e, m ost g e n e 
pr e di cti o n t o ols f o c us o n l o n g c o nti gs d eri vi n g fr o m ass e m bl y or bi n ni n g pr o c e d ur e .  
M et a g e n o mi c g e n e pr e di cti o n  is m or e c h all e n gi n g c o m p ar e d wit h si n gl e g e n o m es , d u e 
t o t h e di v ersit y of mi cr o bi al c o m p ositi o n, s e q u e n ci n g err ors a n d fr a g m e nt e d c o nti gs 
[ 1 0 1]. S e v er al t o ols h a v e b e e n s p e cifi c d e v el o p e d t o a d dr ess  t his iss u e, s u c h as 
Gli m m er -M G [ 1 0 2], M et a Pr o di g al [ 1 0 3], M et a G e n e M ar k [ 1 0 4], Or p h eli a [ 1 0 5] a n d 
Pr o k k a [ 1 0 6]. I n s u m m ar y, m ost of t h e m ar e c o nt e xt-b as e d m et h o ds  t h at us es diff er e nt 
m o d els t o d et e ct i n h er e nt v ari ati o ns b et w e e n c o di n g a n d n o n -c o di n g r e gi o ns b y 
sel e ct e d s e q u e n c e pr o p erti es , li k e G C-c o nt e nt, c o d o n us a g e, k -m er fr e q u e n c y [ 1 0 7]. 
A d v a nt a g es of c o nt e xt -b as e d a p pr o a c h es i n cl u d e r ef er e n c e-fr e e, f ast pr o c ess a n d 
d et e cti o n of n o v el g e n es. Ot h ers ar e si mil arit y -b as e d a p pr o a c h es s e ar c hi n g f or si mil ar 
e xisti n g g e n e s e q u e n c es i n r ef er e n c e, li k e B L A S T [ 1 0 8]. H o w e v er, t his a p pr o a c h is 
c o m p ut ati o n al e x p e nsi v e a n d c a n n ot dis c o v er n o v el g e n es, t h us is n ot r e c o m m e n d e d i n 
m ost sit u ati o ns.  
T a x o n o mi c pr ofili n g  
T h e ai m of t a x o n o mi c  pr ofili n g is t o i d e ntif y t h e c o m p ositi o n a n d a b u n d a n c e of 
mi cr o bi o m e i n a c o m m u nit y. C o m p ar e d wit h m ar k er g e n e a n al ysis, W G M S c a n 
p erf or m c o m p ar ati v e a n al ysis a cr oss s a m pl es i n a b ett er r es ol uti o n wit h l ess bi as  eit h er 
b y r e a d -b as e d or ass e m bl y -b as e d a p pr o a c h es. All of t h es e a p pr o a c h es h e a vil y r el y o n 
r ef er e n c e c at al o gs, a g ai nst w hi c h eit h er r e a ds or ass e m bl e d c o nti gs ar e m at c h e d. 
B L A S T [ 1 0 8] w as wi d el y us e d t o assi g n t a x o n o m y wit h N C BI G e n B a n k i n t h e e arl y 
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st a g e of W G M S, w hil e  it is n o l o n g er a p pli c a bl e d u e t o t h e dr a m ati c i n cr e asi n g si z e of 
r ef er e n c e d at a b as es a n d s e q u e n ci n g d at a. T a x o n o mi c pr ofil ers ar e d e v el o p e d t o 
o v er c o m e t h e a b o v e -m e nti o n e d diffi c ult y. T o d o s o, s e v er al s e q u e nti al a p pr o a c h es ar e 
i ntr o d u c e d t o r e d u c e q u er y ti m e a n d p ot e nti al hits i n t h e r ef er e n c e, li k e k-m er 
a n al ysis, B urr o ws -W h e el er Tr a nsf or m ( B W T) a n d f ull -t e xt i n d e x ( F M i n d e x). A s a 
r es ult, t h e y ar e a bl e t o pr o vi d e t a x o n o mi c assi g n m e nt i n a m u c h f ast er w a y b ut us u all y 
l ess s e nsiti v e t h a n B L A S T. D e p e n di ng o n t h e t y p e of d at a b as es, t h es e t o ols c a n b e 
f urt h er di vi d e d i nt o t w o c at e g ori es : n u cl e oti d e (bl ast n ) a n d pr ot ei n (bl ast p ) cl assifi ers , 
t o s e ar c h a g ai nst r ef er e n c e d at a b as es of D N A s e q u e n c es or pr ot ei n s e q u e n c es 
r es p e cti v el y.  
M ost n u cl e oti d e -b as e d cl ass ifi ers utili z e  k-m ers  t o assi g n t a x o n o m y. I n bri ef, t h es e 
t o ols s e ar c h k-m er hits a g ai nst a pr e d efi n e d d at a b as e w hi c h st or es k -m er wit h 
c orr es p o n di n g  t a x o n o mi c i d e ntifi er of e v er y g e n o m e. T h e s el e cti o n of k -m er n u m b er 
r efl e cts t h e tr a d e-off b et w e e n s e nsiti vit y a n d s p e cifi cit y: s h ort k -m ers m a y g e n er at e 
m a n y n o n -s p e cifi c m at c h es ( m ulti pl e hits) w hil e l o n g k -m er m a y f ail t o m at c h. S e v er al 
t o ols ar e a v ail a bl e f or f ast t a x o n o mi c pr ofili n g i n n ucl e oti d e d at a b as e. F or e x a m pl e, 
Kr a k e n [ 1 0 9] a n d its d eri v ati v e  t o ols ( Kr a k e n 2 [ 1 1 0], Kr a k e n U ni q [ 1 1 1], Br a c k e n 
[ 1 1 2]) i d e ntifi es a s e q u e n c e’s t a x a b y s e ar c hi n g e x a ct k-m er m at c h wit h l o w est -
c o m m o n a n c est or ( L C A) r e c or ds i n t h e d at a b as e. C L A R K [ 1 1 3] ( a n d C L A R K-S 
[ 1 1 4]) is a si mil ar a p pr o a c h b ut usi n g dis cri mi n ati v e k-m ers at g e n us/s p e ci es l e v el 
o nl y. k -S L A M [ 1 1 5] is a n o v el a p pr o a c h t h at us es k-m er t o fi n d assi g n m e nt firstl y a n d 
t h e n p ef or m s l o c al ali g n m e nt a n d ps e u d o-ass e m bl e t o i n cr e as e s p e cif i cit y. E x c e pt  k-
m er b as e d t e c h ni q u e, ot h er t o ols li k e C e ntrif u g e [ 1 1 6] utili z es B W T a n d F M i n d e x t o 
c o m pr ess t h e d at a b as e t o r e d u c e r e d u n d a n c y a n d i n cr e as e s p e cifi cit y.  
P r ot ei n s e q u e n c es ar e  c o m p os e d of 2 0 a mi n o a ci d c h ar a ct ers r at h er t h a n 4 n u cl e oti d es. 
Pr ot ei n s ar e als o  m or e c o ns er v e d c o m p ar e d t o t h e D N A s e q u e n c e t h at e n c o d es t h e m . 
T h us, pr ot ei n -b as e d cl assifi ers c a n b e m or e s e nsiti v e. H o w e v er, t his a p pr o a c h is 
n or m all y m or e c o m p ut ati o n all y i nt e nsi v e d u e t o t h e si x fr a m e tr a nsl ati o ns fr o m D N A 
t o pr ot ei n, a n d i nf or m ati o n of n o n-c o di n g s e q u e n c es is a bs e nt  [ 1 1 7]. DI A M O N D [ 1 1 8] 
us es d o u bl e i n d e x f or b ot h a pr ot ei n r ef er e n c e d at a b as e a n d tr a nsl at e d s e q u e n c es  firstl y 
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a n d fi n d s p ot e nti al m at c h es i n p ar all el aft er s orti n g t h e i n d e x. K aij u [ 1 1 9] utili z es 
diff er e nt i n d e xi n g str at e g y: it i n d e x es a pr ot ei n r ef er e n c e usi n g B W T w hil e tr a nsl at e d 
s e q u e n c e wit h F M i n d e x. T his a p pr o a c h e n a bl es K aij u t o s e ar c h a g ai nst l ar g e pr ot ei n 
d at a b as e effi ci e ntl y.  
T h e c h oi c e of cl assifi er  d e p e n ds  o n a n u m b er of f a ct ors, i n cl u di n g r es e ar c h s u bj e ct, 
d at a si z e, c o m p ut ati o n al r es o ur c e, et c. Br o a dl y  s p e a ki n g, n u cl e oti d e cl assifi ers  h a v e 
b ett er p erf or m a n c e t h a n pr ot ei n cl assifi ers f or w ell -c h ar a ct eristi c e n vir o n m e nts, as t h e 
a bs e n c e of n o n -c o di n g s e q u e n c es i n pr ot ei n d at a b as es [ 1 1 7]. O n t h e ot h er h a n d, 
pr ot ei n cl assifi ers  pr o vi d e m or e s e nsiti v e hits t h us c o ul d b e c o nsi d er e d f or p o orl y 
c h ar a ct eri z e d  e n vir o n m e nts (li k e s oil) wit h t h e us a g e of l ar g e d at a b as es (li k e N C BI nr 
d at a b as e). C o m p ut ati o n al b ur d e n is a n ot h er li mit ati o n. F or m ost cl assifi ers, t h er e is a 
tr ad e -off b et w e e n c o m p uti n g c ost a n d a c c ur a c y. F or e x a m pl e, Kr a k e n s eri es will h a v e 
a v er y g o o d p erf or m a n c e a n d f ast i d e ntifi c ati o n if t h e s er v er h as v er y l ar g e m e m or y ( > 
1 0 0 G b); si mil ar wit h C L A R K -S c o m p ar e d t o C L A R K [ 1 1 7]. If it is n ot t h e c as e, 
C e ntrif u g e is a g o o d alt er n ati v e wit h li mit e d c o m p ut ati o n al r es o ur c e [ 1 1 6]. T a bl e 1. 3  
s u m m ari z es a f e w c o m m o n t o ols a n d t h eir k e y f e at ur es f or t a x o n o mi c pr ofili n g, a m or e 
c o m pr e h e nsi v e e v al u ati o n c o ul d b e f o u n d h er e [ 1 1 7].  
D at a b as e  T o ols  K e y f e at u r es  R ef e r e n c e  
N u cl e oti d e  
Kr a k e n  E x a ct k -m er s e ar c h i n m e m or y  [ 1 0 9] 
Kr a k e n 2  
N e w v ersi o n of Kr a k e n wit h i m pr o v e m e nt of 
s p e e d a n d m e m or y  
[ 1 10]  
Kr a k e n U ni q  
S p e ci al v ersi o n of Kr a k e n usi n g t h e str e a m 
s k et c hi n g al g orit h m H y p er L o g L o g ( H L L)  
[ 1 1 1] 
Br a c k e n  
C o m p ut e r el ati v e a b u n d a n c e of s p e ci es usi n g 
B a y esi a n esti m ati o n  
[ 1 1 2] 
C L A R K  
S u p er vis e d s e q u e n c e cl assifi c ati o n usi n g 
dis cri mi n ati v e k -m ers  
[ 1 1 3] 
C L A R K - S 
C L A R K v ersi o n wit h s p a c e d k -m ers. It 
r e q uir es m or e R A M b ut off ers a hi g h er 
s e nsiti vit y  
[ 1 1 4] 
k- S L A M  
K- m er s e ar c h wit h a d diti o n al v ali d ati o n usi n g 
ps e u d o -ass e m bl y  
[ 1 1 5] 
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T a bl e 1. 3: A list of c o m m o nl y us e d cl assifi e rs a n d t h ei r k e y f e at u r es i n t a x o n o mi c 
p r ofili n g. T h es e t o ols c a n b e m ai nl y di vi d e d i nt o n u cl e oti d e- b as e d a n d pr ot ei n- b as e d 
cl assifi ers, usi n g diff er e nt s o ur c es of r ef er e n c e d at a b as es a n d i n d e xi n g str at e gi es.  
F u n cti o n al a n n ot ati o n  
Mi cr o bi al c o m m u niti es ar e n ot o nl y a gr o u p of t a x o n o mi c s p e ci es, b ut als o r e pr es e nt a 
c oll e cti o n of bi o c h e mi c al  f u n cti o ns t h at i nt er a ct wit h e n vir o n m e nt. W G M S pr o vi d es a 
n o v el a p pr o a c h t o a ns w er t h e q u esti o n ‘ W h at ar e t h e y d oi n g ?’ b y pr ef or mi n g  
f u n cti o n al pr ofili n g d e p e n d eit h er r e a ds or pr e di ct e d g e n es wit hi n ass e m bl e d c o nti gs.  
R e a d -b as e d f u n cti o n al pr ofili n g utili z es r a w r e a ds t o m a p t o f u n cti o n al r ef er e n c e 
d at a b as es. I n t his a p pr o a c h, e a c h r e a d is c o nsi d er e d i n d e p e n d e ntl y t o fi n d b est hits i n 
a n n ot at e d g e n es, pr ot ei ns or p at h w a ys, a n d t h e n it c o ul d b e us e d t o pr o vi d e a n 
a g gr e g at e d pi ct ur e of c o m m u nit y f u n cti o n. F or e x a m pl e, H U M A n N  (H M P U nifi e d 
M et a b oli c A n al ysis N et w or k ) [ 1 2 0] a n d its u p d at e d v ersi o n H U M A n N 2 [ 1 2 1] utili z es  
a ti er e d s e ar c h str at e g y t h at a g gr e g at es si n gl e pr ot ei n hits i nt o hi g h er -l e v el f u n cti o n al 
u nits ( m et a b oli c m o d ul es or p at h w a ys), pr o vi di n g c o m pr e h e nsi v e r e p orts of m et a b oli c 
pr es e n c e, a bs e n c e a n d a b u n d a n c e. T h e r e a d -b as e d a p pr o a c h is effi ci e nt t o p erf or m a 
q ui c k f u n cti o n al pr ofili n g f or a c o m pl e x d at as et, b ut it d e p e n ds h e a vil y o n hits of 
h o m ol o g o us g e n es t h us c h o os e a pr o p er d at a b as e is t h e m ost criti c al st e p. I n g e n er al, 
c ur at e d d at a b as es – li k e R ef S e q [ 1 2 2] a n d U nir ef [ 1 2 3] – ar e m or e a p pli c a bl e t o w ell -
st u di e d  s a m pl es s u c h as h u m a n mi cr o bi o m e c o nsi d eri n g t h e a c c ur a c y a n d effi ci e n c y ; 
w h er e as l ar g e d at a b as es s u c h as N C BI N R  c o ul d b e c o nsi d er e d f or p o orl y a n n ot at e d 
s a m pl es li k e p er m afr ost  s oil . B esi d es, s e v er al s p e ci ali z e d t o ols h a v e b e e n cr e at e d f or 
s p e cifi c a n n ot ati o n: li k e F O A M [ 1 2 4] wit h e n vir o n m e nt al f o c us, P H A S T E R [ 1 2 5] f or 
i d e ntif yi n g p ut ati v e pr o p h a g es, a n d R esf a m s [ 1 2 6] f or a nti bi oti c r esist a n c e f u n cti o n.  
C e ntrif u g e  
F ast a n d m e m or y -effi ci e nt t o ols f or t a x o n o mi c 
pr ofili n g usi n g B W T  
[ 1 1 6] 
Pr ot ei n  
DI A M O N D  
Pr ot ei n h o m ol o g y s e ar c h usi n g s p a c e d s e e ds 
wit h a r e d u c e d a mi n o a ci d al p h a b et  
[ 1 1 8] 
K aij u  
F ast f or l ar g e-s c al e pr ofili n g i n pr ot ei n 
d at a b as e  
[ 1 1 9] 
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Ass e m bl y -b as e d a n n ot ati o n r e q uir es a g e n e pr e di cti o n st e p (s e e a b o v e), f oll o w e d wit h 
assi g ni n g pr e di ct e d g e n es t o f u n cti o n al c at e g ori es b y eit h er h o m ol o g y -b as e d or 
p att er n -b as e d s e ar c h. T his a p pr o a c h  is a bl e t o r e v e al pr e vi o usl y u n c h ar a ct eri z e d 
f u n cti o ns or p at h w a ys wit h c o nstr u ct e d g e n o m es , w hi c h pr o vi d es n o v el bi ol o gi c al  
i nsi g hts i nt o c o m pl e x c o m m u niti es. S p e cifi c t o ols li k e A ntiS M A S H [ 1 2 7] c o ul d b e 
us e d t o pr e di ct bi os y nt h eti c or m et a b oli c p at h w a ys f or b a ct eri a a n d f u n gi. H o w e v er, 
t his a p pr o a c h d o es n ot a p pl y t o all st u di es. Firstl y, m a n y f a ct ors – s u c h as l o w -
c o v er a g e d at a, mi xt ur e of cl os e s p e ci es – will aff e ct t h e p erf or m a n c e o f ass e m bl y, 
g e n er ati n g m a n y fr a g m e nt e d a n d mis -ass e m bl e d c o nti gs, w hi c h c o ul d o bs c ur e 
f u n cti o n al a n n ot ati o n f or d o w nstr e a m a n al ysis. N e xt, o nl y p art of t h e m et a g e n o mi c 
g e n o m es c a n b e c a pt ur e d b y ass e m bl y a n d still m a n y g e n es ar e u n c h ar a ct eri z e d i n 
r ef er e n ce d at a b as es.    
R e g ar dl ess of w h et h er r e a d -b as e d or ass e m bl y -b as e d a p pr o a c h is a d o pt e d, t h e cr u ci al 
st e p i n f u n cti o n al a n al ysis is t h e c h oi c e of d at a b as es. T h e y c o ul d b e di vi d e d i nt o t w o 
c at e g ori es: h o m ol o g y -b as e d a n d p att er n -b as e d. H o m ol o g y -b as e d a p pr o a c h  is t h e m ost 
c o m m o n m et h o d wit h r el ati v e hi g h a c c ur a c y [ 1 2 8] b y s e ar c hi n g h o m ol o g o us  g e n es 
b et w e e n q u er y s e q u e n c es a n d e xisti n g r ef er e n c e d at a b as es. S e v er al p u bli c r es o ur c es 
ar e a v ail a bl e wit h diff er e nt pri oriti es . N o n-r e d u n d a nt pr ot ei n d at a b as es ar e m ost 
c o m m o n , i n cl u di n g N C BI N R [ 1 2 2], S M A R T [ 1 2 9] a n d U ni Pr ot  [ 1 3 0]. B esi d es, 
ort h ol o g o us g e n es  r e pr es e nt s p e ci al g e n e cl ust ers t h at e xist i n diff er e nt s p e ci es w hil e 
ar e ori gi n at e d b y a c o m m o n a n c est or g e n e, t h us oft e n h a v e si mil ar f u n cti o ns [ 1 3 1]. 
S e v er al s p e ci ali z e d d at a b as es – li k e C O G [ 1 3 2] a n d e g g N O G [ 1 3 3] – h a v e b e e n 
or g a ni z e d t o i nf er s ets of ort h ol o g o us gr o u ps. K E G G [ 1 3 4] a n d S E E D [ 1 3 5] d at a b as es 
ar e us u all y us e d t o a n n ot at e p at h w a y a n d s u bs yst e m i nf or m ati o n. G e n e ort h ol o g  ( G O) 
[ 1 3 6] pr o vi d es a s et of hi er ar c hi c al gr a p hs d es cri bi n g t h e f u n cti o ns of g e n es r el at e d 
wit h bi ol o gi c al pr o c ess, c ell ul a r c o m p o n e nt a n d m ol e c ul ar f u n cti o n. C o ns er v e d 
d o m ai ns r e v e al as p e cts of f u n cti o n al a n d/ or str u ct ur al u nits of a pr ot ei n, t h er ef or e m a y 
pi n p oi nt pr e cis e f u n cti o n tr a nsf er a cr oss s p e ci es. D at a b as es li k e Pf a m [ 1 3 7] a n d C D D 
[ 1 3 8] pr o vi d e c o m pr e h e nsi v e a n n ot ati o n a n d e v al u ati o n f or c o ns er v e d d o m ai ns of 
pr ot ei ns. P att er n -b as e d a p pr o a c h c o ul d b e c o nsi d er e d w h e n pr ot ei n s e q u e n c es s h o w 
p o or r es ults usi n g h o m ol o g y s e ar c h. I nt er Pr o [ 1 3 9] is a n i nt e gr at e d d at a b as e of pr ot ei n 
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d o m ai ns, m otifs a n d f u n cti o n al u nits t h at c a n b e a p pli e d t o c h ar a ct eri z e  f u n cti o ns. It 
c o nsists of m a n y di a g n osti c si g n at ur es wit h diff er e nt s c o p es: fr o m hi g h -l e v el 
s u p erf a mil y (l i k e C A T H-G e n e 3 D [ 1 4 0]) t o s p e cifi c s u bf a mil y (li k e P RI N T S [ 1 4 0]).  
B ot h  h o m ol o g y -b as e d a n d  p att er n -b as e d a p pr o a c h n e e ds t o ols t o s e ar c h a g ai nst 
d at a b as es. T h es e s e ar c h es g e n er all y c o m e i n t w o al g orit h ms: B L A S T -li k e [ 1 0 8] 
( B L A S T X , B L A S T P, et c) a n d H M M E R-li k e [ 1 4 1] ( Hi d d e n M ar k o v M o d el). T h e 
f or m er is t h e m ost pr ef err e d  al g orit h ms w hil e t h e l att er is us e d i n pr ot ei n f a mili es a n d 
p att er n -b as e d s e ar c h. W e b -b as e d s er v ers s u c h as M G -R A S T [ 1 4 2] a n d I M G/ M [ 1 4 3] 
e n a bl e us ers t o a c c ess m ulti pl e d at a b as e a n d p erf or m  c o m p ar ati v e a n al ysis wit h ot h er 
p u blis h e d st u di es e a sil y. I M G/ M i nt e gr at es m ost c o m pr e h e nsi v e a n al ysis, b ut it 
r e q uir es stri ct d at a or g a ni z ati o n a n d h as l o n g w aiti n g ti m e; w hil e M G-R A S T is a bl e t o 
pr o vi d e a f ast f e e d b a c k wit h s el e ct e d d at a b as es. Ot h er t o ols li k e M E G A N [ 1 4 4] is a 
st a n d al o n e s oft w ar e t h at s u p p orts f u n cti o n al a n al ysis usi n g I nt er Pr o 2 G O, S E E D, 
e g g N O G or K E G G. Fi g ur e 1. 5 s u m m ari z es c o m m o nl y us e d d at a b as es a n d t o ols i n 
f u n cti o n al a n n ot ati o n. H o w e v er, it is n ot e d t h at t h e m ai n li mit ati o n n o w i n f u n cti o n al 
pr ofili n g of a c o m m u nit y is still t h e l a c k of a n n ot ati o n i n m ost mi cr o bi o m es e x c e pt a 
f e w s el e ct e d m o d el s p e ci es, w hi c h m e a ns o nl y hi g hl y c o ns er v e d p at h w a ys a n d g e n es 
c o ul d b e d et e ct e d i n f u n cti o n al pr ofil i n g [ 1 2 8]. It is p arti all y e x pl ai n e d c o nf usi n g 
r es ults b et w e e n hi g h t a x o n o mi c di v ersit y a n d l o w f u n cti o n al v ari a n c e i n m et a g e n o mi c 
st u di es.  
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Fi g u r e 1. 5: S u m m a r y of c o m m o n d at a b as es a n d t o ols i n m et a g e n o mi c f u n cti o n al 
a n n ot ati o n. M ost t o ols ar e a c hi e v e d usi n g h o m ol o g y- b as e d a p pr o a c h es a g ai nst s p e cifi c 
d o m ai ns of d at a b as es; p att er n- b as e d a p pr o a c h es pr o vi d e a n alt er n ati v e m et h o d w h e n 
h o m ol o g y- b as e d a p pr o a c h es h a v e p o or si mil ariti es.  
Pi p eli n e s  
W G M S a n al ysis is a c o m pli c at e d pr o c ess i n v ol vi n g m a n y diff er e nt st e ps. S e v er al 
pi p eli n es h a v e b e e n d e v el o p e d t o f a cilit at e t h e w h ol e a n al yti c w or kfl o w. T o ols  li k e 
E BI m et a g e n o mi cs [ 1 4 5] a n d M G -R A S T [ 1 4 2] ar e w e b -b as e d s er vi c es c o ul d pr o vi d e a 
b asi c o v er vi e w a n al ysis b ut m a y b e s h ort of d et ail e d i nf or m ati o n.  M et A M O S  [ 1 4 6] 
a n d M O C A T 2 [ 1 4 7] ar e c o m m a n d li n e b as e d pi p eli n es t h at i nt e gr ate m aj or st e p s i n 
W G M S a n al ysis wit h diff er e nt t o ols.  A n vi’ o pl atf or m  [ 1 4 8] h as  a n us er -fri e n dl y 
i nt erf a c e t h at all o w s us ers t o  o pti mi z e  t h e ass e m bl y a n d bi n ni n g a p pr o a c h wit h a n 
m aj or a d v a n c e of fl e xi bilit y a n d vis u ali z ati o n.  K B as e  [ 1 4 9] is d e v el o pi n g a s uit e of 
mi cr o bi o m e a n al ysis a p ps  wit h a gr a p hi c  i nt erf a c e t h at h as a h a n d y w a y t o im p ort, 
e xtr a ct, a n d e dit d at a  wit h v ari o us a p ps . 
F u n cti o n al a n n ot ati o n
H o m ol o g y- b as e d 
R ef er e n c e pr ot ei n d at a b as e
( N C BI, S M A R T, U ni P ort)
P u bli c m et a g e n o mi c d at as ets
Ort h ol o g o us Gr o u ps
( C O Gs, N O Gs)
Pr ot ei n f a mili es
( Pf a m, TI G Rf a m, C D D)
G e n e O nt ol o g y
( G O)
P at h w a ys a n d s u bs yst e ms
( K E G G, S E E D)
Fi n g er pri nts
( P RI N T S)
M otifs
(I nt er Pr o, P R O SI T E)
P att er n- b as e d 
T o ols
M G- R A S T I M G/ M M E G A N 6
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1. 2. 3  M et at r a n s c ri pt o mi c s  
Bi oi nf or m ati cs i n M T S g e n er all y c o ul d b e di vi d e d  i n t w o t y p es: m R N A a n al ysis a n d 
r R N A a n al ysis.  
m R N A a n al y si s  
T o d at e, m ost M T S st u di es h a v e f o c us e d o n m R N A a n al ysis, as tr a ns cri pt o m es c o ul d 
off er m or e d et ail e d f u n cti o n al v ari a n c e wit hi n i n di vi d u als t h a n W G M S [ 1 5 0].  
P r e -p r o c essi n g  
Si mil ar t o W G M S d at as ets, Q C st e p is n e c ess ar y t o mi ni mi z e err ors. A s p e cifi c st e p 
t h at s h o ul d b e t a k e n i nt o c o nsi d er ati o n is t h e r e m o v al of r R N A, as t h e y oft e n d o mi n at e 
i n s a m pl es ( ~ 90 %). I n a d diti o n t o p h ysi c al r e m o v al i n li br ar y pr e p ar ati o n, s o m e 
bi oi nf or m ati c t o ols, li k e S ort M e R N A [ 1 5 1], c a n b e us e d t o i d e ntif y a n d r e m o v e r R N A 
r e a ds aft er Q C.   
T r a ns c ri pts ass e m bl y  
Pr e pr o c ess e d r e a ds c a n b e ass e m bl e d i nt o f ull l e n gt h tr a ns cri pts. It is n ot e d t h at M T S 
ass e m bl y h as s o m e u ni q u e c h all e n g es li k e u n e v e n s e q u e n ci n g d e pt h a n d c o ns er v e d 
r e gi o ns of m R N A a cr oss s p e ci es. T h us, tr a diti o n al si n gl e-g e n o m e tr a ns cri pt 
ass e m bl ers  m a y h a v e p o or p erf or m a n c e. S e v er al t o ols ar e d esi g n e d s p e cifi c all y f or 
M T S, s u c h as I D B A -M T P [ 1 5 2], Tri nit y [ 1 5 3] a n d T A G [ 1 5 4], b ut still effi ci e nt 
ass e m bl y t o ols i n M T S ar e l a c ki n g a n d h a v e m a n y r e m ai ni n g iss u es, es p e ci all y f or 
c o m pl e x a n d l ar g e v ol u m e d at as ets [ 1 5 5].    
r R N A a n al y si s 
Alt h o u g h r R N A  r e a ds ar e fr e q u e ntl y r e m o v e d i n M T S, it h as a f e w a d v a nt a g es i n 
a c c essi n g t a x o n o m y di v ersit y of a c o m m u nit y. Firstl y, r R N A i n M T S is a bl e t o d et e ct 
s p e ci es i n all t hr e e d o m ai ns of lif e, m e a n w hil e a v oi di n g a m plifi c ati o n bi as, c o m p ar e d 
t o P C R-b as e d m ar k er g e n e s ur v e ys. F urt h er, it all o ws f or t h e r e c o nstr u cti o n of f ull 
l e n gt h r R N A s e q u e n c es, e n a bli n g a hi g h er r es ol uti o n f or t a x o n o m y pr ofili n g. 
M or e o v er, r R N A is als o ess e nti al f or pr ot ei n s y nt h esis  i n all or g a nis m, t h er ef or e its 
r el ati v e a b u n d a n c e a cr oss t a x a g e n er all y r efl e cts o v er all c o m m u nit y str u ct ur e .  
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r R N A s e q u e n c e r e c o nst r u cti o n  
T o h a v e a hi g h r es ol uti o n of t a x o n o mi c cl assifi c ati o n, r e c o v eri n g t h e f ull -l e n gt h r R N A 
is t h e cr u ci al  st e p i n r R N A a n al ysis. T h er e ar e m a n y t o ols t o e xtr a ct S S U r R N A 
s e q u e n c es  fr o m t ot al r e a ds, s u c h as  S ort M e R N A [ 1 5 1]a n d p h yl o Fl as h [ 1 5 6], m or e 
c h all e n g es w o ul d c o m e i n t h e r e c o nstr u cti o n pr o c ess. E xisti n g d e n o v o  ass e m bl y t o ols 
w er e d esi g n e d pri m aril y f or g e n o mi c or m et a g e n o mi c d at a a n d d o n ot p erf or m w ell o n 
r R N A d u e t o t h eir c o m pl e x str u ct ur e  i n cl u di n g b ot h c o ns er v e d a n d h y p er v ari a bl e 
r e gi o ns [ 1 5 7].  
S p e cifi c t o ols f or r e c o nstr u cti n g r R N A s e q u e n c es  c a n b e di vi d e d i nt o t w o gr o u ps: 
r ef er e n c e-b as e d a n d ass e m bl y -b as e d a p pr o a c h es. F or e x a m pl e, E MI R G E [ 1 5 8] utili z es  
a n e x p e ct ati o n m a xi mi z ati o n a p pr o a c h wit h k n o w n r R N A s e q u e n c es t o r e c o nstr u ct 
rR N A g e n es fr o m a c o m m u nit y. R E G A O [ 1 5 7] is a n o pti mi z e d d e n o v o  ass e m bl y t o ol 
t h at r e c o nstr u cts r R N A s e q u e n c es  wit h o v erl a ps b et w e e n r e a ds usi n g a s uffi x/ pr efi x 
arr a y. H o w e v er, t h es e t o ols w er e d esi g n e d f or a n al ysis of s m all er d at as ets wit h 
li mit ati o ns i n t er m s of hi g h  err or r at es as w ell as c o m p ut ati o n al r es o ur c es, t h us c a n n ot 
b e us e d dir e ctl y t o a n al y z e r R N A i n t ot al m et atr a ns cri pt o mi cs d u e t o t h e e xtr e m e hi g h 
v ol u m e of r R N A r e a ds i n t ot al R N A d at a ( 9 7 -9 8 %) .  
1. 2. 4  D o w n st r e a m a n al y si s  
D o w nstr e a m a n al ysis us es st atisti c al t o ols t o i n v esti g at e t h e r el ati o ns hi p b et w e e n 
s a m pl e m et a d at a a n d mi cr o bi al f e at ur es , m ai nl y i n cl u di n g t a x o n o mi c a n d f u n cti o n al 
m atri c es g e n er at e d b y pri m ar y a n al ysis. M ai n c h all e n g es c o m e fr o m hi g hl y 
di m e nsi o n al a n d s p ars e pr o p ert y  of mi cr o bi o m e d at as et, w hi c h r e q uir es c ar ef ul 
st atisti cs t o a v oi d wr o n g c o n cl usi o ns. C o m m o n d o w nstr e a m a n al ys es i n cl u d e al p h a 
a n d b et a di v ersit y, diff er e nti al a n al ysis, m a c hi n e l e ar ni n g a p pr o a c h es a n d o mi cs d at a 
i nt e gr ati o n. 
Al p h a di v er sit y  
Al p h a di v ersit y q u a ntifi es m e a n di v ersit y of mi cr o bi o m es wit hi n s p e cifi c sit es or 
h a bit ats. It a ns w ers t h e q u esti o n ‘ h o w m a n y s p e ci es i n a mi cr o bi al c o m m u nit y’ b y 
c al c ul ati n g f e at ur es of d at a fr a m e  wit hi n i n di vi d u al s a m pl es.  A v ari et y of 
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m e as ur e m e nts h a v e b e e n cr e at e d t o i nf er t h e di v ersit y. F or e x a m pl e, s p e ci es ri c h n ess is 
t h e c o u nt of s p e ci es i n a c o m m u nit y a n d e v e n n ess r e pr es e nts h o w e v e nl y t h e 
i n di vi d u als i n a c o m m u nit y ar e distri b ut e d a m o n g t h e diff er e nt s p e ci es. Sp e ci es 
ri c h n ess a n d F ait h’s p h yl o g e n eti c di v ersit y ar e cl os er t o r e al di v ersit y w h er e as t h e y ar e 
s us c e pti bl e t o s e q u e n ci n g d e pt h. I n pr a cti c e, S h a n n o n i n d e x is o n e of t h e m ost 
c o m m o n us e d m e as ur e m e nt s wit h c o nsi d er ati o n of b ot h ri c h n ess a n d e v e n n ess  [ 1 5 9]. 
N ot a bl y , al p h a di v ersit y m e as ur e m e nt is us u all y a p pli e d i n m ar k er g e n e a n al ysis.   
B et a di v er sit y  
B et a di v ersit y c o m p ar es t h e diff er e nti ati o n  b et w e e n t w o sit es or c o m m u niti es  b y 
g e n er ati n g a dist a n c e m atri x b et w e e n p airs of s a m pl es. It a ns w ers t h e q u esti o n ‘ h o w 
diff er e nt is t h e mi cr o bi al c o m p ositi o n i n o n e c o m m u nit y c o m p ar e d t o a n ot h er’ b y 
q u a ntif yi n g t h e dissi mil arit y m etri cs b et w e e n s a m pl e p airs. B et a di v ersit y m etri cs c a n 
b e di vi d e d i nt o t w o gr o u ps: q u a ntit ati v e a nd q u alit ati v e. Q u a ntiti v e m etri cs, li k e Br a y -
C urtis  or w ei g ht e d U ni Fr a c, us es f e at ur e a b u n d a n c e t o c al c ul at e; w hil e q u alit ati v e 
m etri cs li k e bi n ar y J a c c ar d or u n w ei g ht e d U ni Fr a c o nl y c o nsi d er t h e f e at ur e’s 
pr es e n c e – a bs e n c e. Br a y – C urtis  is c al c ul at e d b as e d o n a b u n d a n c e or r e a d c o u nt d at a 
w hil e U ni Fr a c is b as e d o n  t h e fr a cti o n of br a n c h l e n gt h of s e q u e n c e dist a n c e. C urr e ntl y 
th er e is n o c o ns e ns us b est  m etri c. F or e x a m pl e, s o m e  st u di es  s h o w e d t h at m etri cs li k e 
U ni Fr a c o ut p erf or m e d ot h ers as t h e y als o c o nsi d er bi ol o gi c al p h yl o g e n y [ 1 6 0] w hil e 
ot h er s i n di c at e d t h e o p p osit e [ 1 6 1]. Diff er e n c es i n m etri cs will l e a d t o a p erf or m a n c e 
tr a d e-off b et w e e n s a m pl e si z e bi as a n d r ar e s p e ci es t ur n o v er. M or e d et ail e d 
c o m p aris o n a n d e v al u ati o n is d es cri b e d els e w h er e [ 1 6 2].  
R e g ar dl ess of m etri c s el e cti o n, t h e r es ult of a b et a di v ersit y a n al ysis will b e a m ulti -
di m e nsi o n al c o m pl e x m atri x , w hi c h c a n n ot b e i nt er pr et e d i m m e di at el y. Or di n ati o n 
m et h o ds, s u c h as pri n ci p al c o or di n at es a n al ysis ( P C o A) or pri n ci p al c o m p o n e nt 
a n al ysis ( P C A), ar e c o m m o nl y us e d t o r e d u c e t h e m etri cs i nt o a l o w -di m e nsi o n al ( 2 D 
or 3 D) r e pr es e nt ati o n. L at er it c a n b e i nt e gr at e d or vis u ali z e d wit h v ari o us c at e g ori es 
of m et a d at a t o i n v esti g at e t h e c orr el ati o n b et w e e n s a m pl es p h e n ot y p e a n d mi cr o bi al 
di v ersit y u si n g u ns u p er vis e d cl ust eri n g. M or e i nf or m ati o n a b o ut or di n ati o n a n d 
vis u ali z ati o n of b et a di v ersit y is d es cri b e d i n t his r e vi e w [ 1 6 3].  
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Diff er e nti al a n al y si s  
Diff er e nti al a n al ysis is t o i d e ntif y if t h er e ar e s p e cifi c mi cr o or g a nis ms or f u n cti o n al 
el e m e nts ( g e n es or a n n ot ati o ns) o v er - or u n d er -a b u n d a nt i n s o m e i nt er esti n g gr o u ps 
(li k e dis e as e) r el ati v e t o a r ef er e n c e gr o u p (li k e c o ntr ol). F or e x a m pl e, o n e of t h e m ai n 
t as ks of m R N A a n al ysis i n M T S is t o st u d y t h e diff er e nti al g e n e e x pr essi o n p att er ns 
aft er tr a ns cri pt ass e m bl y. S e v er al t o ols ori gi n al l y d e v el o p e d f or si n gl e g e n o m e R N A-
s e q c a n b e l e v er a g e d f or diff er e nti al a n al ysis i n M T S, s u c h as e d g e R [ 1 6 4] a n d 
D E S e q 2 [ 1 6 5]. Si mil arl y, t h es e a p pr o a c h es h a v e als o b e e n a p pli e d t o i d e ntif y 
si g nifi c a nt l y diff er e nti all y a b u n d a nt O T Us [ 1 6 6].  
St atisti c al m et h o ds s u c h as m ulti v ari at e a n al ysis of v ari a n c e ( A N O V A) c o ul d b e 
f urt h er us e d t o t est if diff er e n c es b et w e e n gr o u ps ar e st atisti c all y m e a ni n gf ul, b ut 
A N O V A r e q uir es a n or m al distri b uti o n of t h e d at a w hi c h r estri cts its wi d es pr e a d 
a p pli c ati o n.  N o n -p ar a m etri c t ests, s u c h as A N O SI M ( a n al ysis of si mil arit y) [ 1 6 7] a n d 
P E R M A N O V A ( p er m ut a ti o n al A N O V A) [ 1 6 8], ar e distri b uti o n-fr e e m et h o ds 
t h er ef or e m or e wi d el y us e d a n d r o b ust i n mi cr o bi al e c ol o g y [ 1 6 9]. 
D at a  mi ni n g i n mi cr o bi o m e d at as et is q uit e c h all e n gi n g d u e t o t h e s p ars e a n d hi g h  
di m e nsi o n of t h e i n p ut.  T h er ef or e, cl assi c al st atisti c al m et h o ds m a y l e a d t o err o n e o us 
c o n cl usi o ns d u e t o c o m p ositi o n alit y a n d s p arsit y of mi cr o bi o m e d at as ets [ 1 7 0]. 
Pr e vi o us r es e ar c h p oi nt e d o ut t h at N G S -b as e d mi cr o bi o m e st u di es s h o ul d al w a ys b e 
c o nsi d er e d  as c o m p ositi o ns at  all st a g es of a n al ysis [ 1 7 1]. T h e m ai n i d e a is t h at t h e 
t ot al n u m b er of c o u nts (r e a ds, O T U s, or g e n es) is c o nstr ai n e d: a n i n cr e as e of o n e 
v ari a bl e i m pli es t h e d e cr e as e of a n ot h er o n e s o t h at t h e t ot al n u m b er d o es n ot e x c e e d 
t o 1. S e v er al c o m p ositi o n al m et h o ds h a v e b e e n d e v el o p e d a n d a p pli e d i n a n al y zi n g 
mi cr o bi o m e d at as ets. O n e a p pr o a c h is t o us e is o m eri c l o g -r ati o tr a nsf or m ati o n (I L R) t o 
tr a nsf or m t h e d at a i nt o r el ati v e a b u n d a n c e, t h e n t est wit h st a n d ar d st atisti c al t o ols 
[ 1 7 2]. T o ols li k e S P A R C C [ 1 7 3] a n d S PI E C -E A SI [ 1 7 4], ass u m e a s p ars e d at a m atri x 
t h at f e w s p e ci es ar e c orr el at e d. B A n O C C is a n o v el B a y esi a n fr a m e w or k t o esti m at e  
c orr el ati o ns ass u mi n g a l o g -n or m al  o n d at as ets [ 1 7 5]. A N C O M m a k es n o 
distri b uti o n al ass u m pti o n a n d c a n b e us e d t o c o m p ar e mi cr o bi o m e diff er e nti al 
a b u n d a n c e i n c o nsi d er ati o n of c o m p ositi o n al c o nstr ai nts [ 1 7 6]. I n s u m m ar y, t h e 
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c o m p ositi o n n at ur e of mi cr o bi o m e d at a s h o ul d b e e m p h asi z e d t o r es e ar c h ers, a 
d et ail e d g ui d a n c e of c o m p ositi o n al mi cr o bi o m e a n al ysis is a v ail a bl e h er e [ 1 7 1].    
M a c hi n e l e ar ni n g a p pr o a c h e s  
T h e e m er gi n g m a c hi n e l e ar ni n g a p pr o a c h es h a v e s h o w n gr e at p ot e nti al i n mi cr o bi o m e 
d o w nstr e a m a n al ysis, es p e ci all y f or cl assif yi n g c urr e nt st at us or pr e di cti n g f ut ur e 
st at us b y c o m bi ni n g mi cr o bi o m e d at a wit h t h eir m et a d at a c at e g or y [ 1 7 7, 1 7 8]. F or 
e x a m pl e, 1 6 S Cl assifi er [ 1 7 9] us es R a n d o m F or ests  ( R F) t o p erf or m t a x o n o m y 
cl assifi c ati o n wit h Gr e e n g e n es d at a b as e  w hil e T A C -E L M [ 1 8 0] is a k m er-b as e d 
m et h o d t h at us es a N e ur al N et w or k ( N N) t o assi g n t a x o n o m y. P as olli  [ 1 8 1] 
s yst e m ati c all y e v al u at e d  t h e p erf or m a n c e of t h e m a c hi n e l e ar ni n g m et h o ds S V M, R F, 
L ass o, a n d E N et i n pr e di cti n g t h e st at us of si x diff er e nt dis e as es usi n g m et a g e n o mi c 
d at as ets fr o m ei g ht st u di es, w hi c h d e m o nstr at e d t h at  R F o bt ai n e d t h e b est o v er all  
p erf or m a n c e  f oll o w e d b y S V M. D e e p A R G [ 1 8 2] is a n ot h er t o ol d e v el o p e d f or 
i d e ntif yi n g p ot e nti al n o v el a nti bi oti c r esist a n c e g e n es i n m et a g e n o mi cs d at a wit h a 
D e e p L e ar ni n g ( D L) a p pr o a c h. R e g ar dl e ss of m et h o ds, o n e p arti c ul ar c o nsi d er ati o n  i n 
m a c hi n e l e ar ni n g is t o a v oi d o v erfitti n g. T h e d at as et n e e ds t o b e s u bst a nti al a n d 
r e pr es e nt ati v e, a n d t h e a n al ysis n e e ds t o  b e  c o m bi n e d  wit h cr oss -v ali d ati o n a n d 
i n d e p e n d e nt t est.      
O mi c s d at a i nt e gr ati o n  
T h e i nt e gr ati o n of m ulti -o mi c a p pr o a c h es – i n cl u di n g m ar k er g e n e a n al ysis, W G M S, 
M T S, m et a pr ot e o mi cs, m et a b ol o mi cs a n d ot h er t e c h ni q u es – e n a bl e a m or e 
c o m pr e h e nsi v e u n d erst a n di n g of a mi cr o bi o m e c o m m u nit y. H o w e v er, i nt e gr ati n g 
o mi cs d at as ets h as i m m e ns e c h all e n g es  i n m a n y as p e cts. F or e x a m pl e, t h er e ar e 
diff er e nt ti m e s c al es b et w e e n m R N A e x pr essi o n a n d m et a b olit e, as w ell as pr ot ei n 
[ 1 8 3]. I n a d diti o n, m et a pr ot e omi cs a n d m et a b ol o mi cs is still q uit e l o w -t hr o u g h p ut 
c o m p ari n g wit h N G S -b as e d a p pr o a c h es: t h e l att er is m u c h s p ars er a n d hi g h -
di m e nsi o n al.  
C orr el ati o n  a n al ysis, s u c h as P e ars o n or S p e ar m a n, is t h e m ost str ai g htf or w ar d a n d 
c o m m o nl y us e d a p pr o a c h es f or o mi cs  d at a i nt e gr ati o n. H o w e v er, t h e y ar e err or -pr o n e 
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d u e t o t h e s p arsit y a n d hi g h di m e nsi o n alit y of t h e o mi cs d at as et. A d v a n c e d st atisti c al  
a p pr o a c h es li k e Pr o cr ust es a n al ysis [ 1 8 4], c al c ul ati n g c orr el ati o n at t h e l o w-
di m e nsi o n al s p a c e r at h er t h a n  usi n g  r a w d at a m atri x . F or e x a m pl e, M c H ard y et. al 
[ 1 8 5] utili z e d Pr o cr ust es a n al ysis t o i n v esti g at e t h e r el ati o ns hi p b et w e e n m et a b ol o m e 
a n d mi cr o bi o m e , a n d o bs er v e d  a str o n g er i nt er-o mi c  c o n n e cti o n i n c e c u m t h a n si g m oi d 
c ol o n . Ot h er m et h o ds s u c h as c o -i n erti a a n al ysis [ 1 8 6], w hi c h c o nsi d er n ot o nl y 
d at as ets c orr el ati o n b ut als o t h eir r el e v a nt m et a d at a c at e g ori es. It s h o ul d b e n ot e d t h at 
criti c al c orr e cti o ns, s u c h as B o nf err o ni or B e nj a mi ni -H o c h b er g c orr e cti o n, i n 
c o nj u n cti o n  wit h st atisti c al m o d els c a n f urt h er i n cr e as e t h e o v er all p erf or m a n c e i n 
m ult i-o mi c c o m p aris o ns [ 1 8 7].   
S e v er al i nt e gr ati v e a n al ysis t o ols ar e a v ail a bl e, i n cl u di n g e as y -t o-us e o nli n e t o ols as 
w ell  as v ers atil e t o ols wit h c o m p ut ati o n al e x p eri e n c e. F or e x a m pl e, w e b -b as e d t o ols 
li k e X C M S O nli n e [ 1 8 8], w hi c h all o w s i nt e gr ati o n wit h m et a b ol o mi c, tr a ns cri pt o mi c 
a n d pr ot e o mi c d at a. O mi csI nt e gr at or [ 1 8 9] is a n ot h er o nli n e t o ol t h at a p pli es n et w or k 
a n al ysis t o i d e ntif y i nt er pr et a bl e p at h w a ys b y c o m bi ni n g  tr a ns cri pt o mi c d at a wit h 
pr ot ei n  i nt er a cti o n d at a.  
S e v er al st u di es h a v e s h o w n gr e at s u c c ess of o mi cs d at a i nt e gr ati o n i n c h ar a ct eri zi n g 
t h e c o m p ositi o n, f u n cti o n al, a n d m et a b oli c a cti vit y of mi cr o bi o m es. F or e x a m pl e, 
H ei nt z -B us c h art et al. [ 1 9 0] d e m o nstr at e d a c orr el at e d v ari ati o n b et w e e n 
g astr oi nt esti n al mi cr o bi o m es a n d f a mili es wit h t y p e 1 di a b et es m ellit us ( T 1 D M ) 
t hr o u g h a m ulti-o mi cs a p pr o a c h. J as o n et al. [ 1 9 1] d et e ct e d s o m e n o v el cl a d es w hi c h 
w er e hi g hl y ass o ci at e d  wit h  i nfl a m m at or y b o w el dis e as e (I B D) b y  i nt e gr ati v e a n al ysis 
of m ulti -o mi cs m e as ur e m e nts . I n s u m m ar y, t h es e a c hi e v e m e nts hi g hli g ht t h e 
i m p ort a n c e of o mi cs d at a i nt e gr ati o n i n mi cr o bi o m e r es e ar c h.    
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1. 3  A p pli c ati o n s of N G S -b a s e d a p pr o a c h e s i n mi cr o bi o m e  
r e s e ar c h  
T h e o pti m al s e q u e n ci n g str at e g y d e p e n ds o n t h e c o m pl e xit y of s a m pl es a n d y o ur 
s ci e nt ifi c g o al, b ot h si n gl e a n d m ult-o mi c a p pr o a c h es h a v e wi d e a p pli c ati o ns i n 
diff er e nt mi cr o bi al e c os yst e ms , s u c h as h u m a n, s oil, w at er, f o o d, pl a nt a n d a ni m al 
a m o n g ot h ers.  I n t his s e cti o n I gi v e a bri ef s ci e ntifi c a n d bi ol o gi c al i ntr o d u cti o n of 
st u di es r el at e d wit h o ur pr oj e cts d uri n g m y P h D p eri o d.   
1. 3. 1  B e r g e n C O P D mi c r o bi o m e st u d y  
C hr o ni c O bstr u cti v e P ul m o n ar y Dis e as e ( C O P D) is a pr o gr essi v e  l u n g dis e as e 
aff e cti n g  a b o ut 2. 4 % of  t h e gl o b al p o p ul ati o n [ 1 9 2]. Alt h o u g h t h e ris k f a ct ors of 
d e v el o pi n g C O P D – s u c h as s m o ki n g, o c c u p ati o n al e x p os ur es,  air p oll uti o n a n d 
ast h m a – h a v e b e e n c h ar a ct eri z e d m a n y y e ars, w e h a v e li mit e d k n o wl e d g e a b o ut w h y 
o nl y s o m e i n di vi d u als will d e v el o p t h e dis e as e u n d er si mil ar e x p os e d ris k c o n diti o ns . 
G e n eti cs c a n o nl y e x pl ai n a s m all fr a cti o n ( 1 -5 %) [ 1 9 3] of t h e ris k.  
O ur u n d erst a n di n g of t h e h u m a n mi cr o bi o m e  h as r a pi dl y e x p a n d e d i n t h e p ast d e c a d e . 
E s p e ci all y t h e g ut mi cr o bi ot a h as t ur n e d o ut t o b e ass o ci at e d wit h m a n y h u m a n 
dis e as es – s u c h as o b esit y, c ol or e ct al c a n c er, a n d i nfl a m m at or y b o w el dis e as e [ 1 9 4–
1 9 6] . T h es e st u di es hi g hli g ht t h e i m p ort a n c e of t h e mi cr o bi o m e i n h u m a n dis e as e a n d 
e n c o ur a g e si mil ar a p pli c ati o ns i n C O P D r es e ar c h. Pr e vi o us st u di es o bs er v e d t h e 
c orr el ati o n  of r es pir at or y mi cr o bi o m e b ot h b et w e e n h e alt h y/ C O P D s u bj e cts a n d C O P D 
e x a c er b ati o n st a g es [ 1 9 7– 1 9 9] , i n di c ati n g a cl os e ass o ci ati o n b et w e e n t h e l u n g 
mi cr o bi o m e a n d C O P D  d e v el o p m e nt. H o w e v er, m a n y of pr e vi o us st u di es w er e 
r estri ct e d b y eit h er  t h e l o w n u m b er of s a m pl es or  c o nt a mi n ati o n -pr o n e s a m pli n g 
m et h o ds . T h e  l o w bi o m ass i n t h e l u n g a n d air w a ys i n cr e as es t h e i m p ort a n c e of t h e 
l att er iss u e: c o nt a mi n ati o n is li k el y t o o c c ur d uri n g b ot h s a m pli n g of t h e air w a y 
mi cr o bi o m e a n d i n t h e l a b or at or y, i n cl u di n g P C R r e a g e nts, D N A e xtr a cti o n kits a n d 
gr o u n d w at er [ 3 2]. C o m p ar e d wit h g ut mi cr o bi ot a, t h e u n d erst a n di n g of l u n g 
mi cr o bi ot a is still i n a n e arli er  st a g e of d e v el o p m e nt, a n d m a n y u n c ert ai nti es  r e m ai n. 
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F or e x a m pl e, pr e vi o us st u di es h a v e d e m o nstr at e d t h e c o m pl e xit y of l u n g mi cr o bi o m e 
a b o ut diff er e nt r es pir at or y mi cr o bi ot a b et w e e n C O P D a n d h e alt h y s u bj e cts 
[ 1 9 2, 1 9 3][ 2 0 0– 2 0 2] , h o w e v er, s o m e of t h eir fi n di n gs w er e p artl y c o ntr a di ct or y  d u e t o 
t h e li mit e d n u m b er of s a m pl es a n d diff er e nt s a m pli n g m at eri als [ 2 0 3]. S o f ar, w e ar e 
still l a c ki n g est a blis h e d  m et h o ds a n d l ar g e -s c al e d at as ets t o o bt ai n a d e e p 
u n d erst a n di n g of t h e r el ati o ns hi p b et w e e n l u n g mi cr o bi o m e a n d C O P D.  
T o a d dr ess c urr e nt iss u es i n C O P D mi cr o bi o m e r es e ar c h, B er g e n C O P D mi cr o bi o m e 
st u d y ( Mi cr o C O P D) h as b e e n d esi g n e d t o i n v esti g at e t h e c o m p ositi o n al a n d f u n cti o n al 
r ol es of air w a ys mi cr o bi o m e i n C O P D d e v el o p m e nt [ 2 0 3]. Mi cr o C O P D is a n o n-g oi n g 
c o h ort st u d y ai mi n g t o pr o vi d e a l ar g e -s c al e d at as et  wit h a p arti c ul ar f o c us o n 
mi ni mi zi n g c o nt a mi n ati o n  i n a f oll o w-u p p eri o ds, t h e d et ail e d d esi g n of t h e e ntir e 
st u d y h as b e e n p u blis h e d pr e vi o usl y [ 2 0 3].  
1. 3. 2  S v al b a r d  p e r m afr o st m et a g e n o mi c st u d y  
P er m afr ost, a t y p e of s oil wit h a t e m p er at ur e t h at r e m ai ns at or b el o w 0 ° C at l e ast t w o  
c o ns e c uti v e  y e ars, c o nstit ut es al m ost a q u art er of t h e n ort h er n h e mis p h er e. M e a n w hil e, 
it r e pr es e nts a u ni q u e e c os yst e m of e xtr e m e c ol d a n d l o w n utri e nt c o n diti o n f or c ol d-
a d a pt e d mi cr o bi o m es [ 2 0 4]. P er m afr ost c o nt ai ns al m ost h alf of s oil or g a ni c m att er 
( S O M), t h at c o nsists of pl a nt or a ni m al d etrit us i n v ari o us st a g es of d e c o m p ositi o n  a n d 
tiss u e of s oil mi cr o b es as a m aj or c ar b o n si n k o n E art h [ 2 0 5]. A s a r es ult of ris es i n 
gl o b al t e m p er at ur e, p er m afr ost t h a w b e c o m es a s eri o us c o n c er n d u e t o t h e i n cr e asi n g 
s oil mi cr o bi al a cti vit y m a y l e a d t o r el e as e m or e gr e e n h o us e g as es ( G H Gs), s u c h as 
c ar b o n di o xi d e ( C O 2 ) a n d m et h a n e ( C H4 ), t h u s a m plif yi n g  t h e eff e cts of gl o b al 
w ar mi n g i n a p ositi v e -f e e d b a c k l o o p [ 2 0 6]. C o ns e q u e ntl y, a b ett er u n d erst a n di n g of 
mi cr o bi al c o m p ositi o n a n d a cti vit y i n p er m afr ost is ess e nti al t o pr e di cti v e gl o b al 
cli m at e c h a n g e m o d els. H o w e v er, w e h a d li mit e d k n o wl e d g e o n p er m afr ost 
mi cr o bi o m es u ntil r e c e nt y e ars, as m ost of t h e mi cr o b es f ail t o b e c ulti v at e d u n d er  
l a b or at or y c o n diti o ns . A d v a n c es i n N G S-b as e d a p pr o a c h es h as  t h us si g nifi c a nt l y 
str e n gt h e n e d o ur s kills  t o i n v esti g at e t h e c o m p ositi o n al a n d f u n cti o n al tr ait of 
mi cr o bi o m es fr o m p er m afr ost.  
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T h e S v al b ar d ar c hi p el a g o is t h e l ar g est p er m afr ost ar e a i n E ur o p e o utsi d e of R ussi a. 
S v al b ar d p er m afr ost is pr o p os e d t o b e m or e s e nsiti v e t o cli m at e c h a n g e d u e t o t h e 
y o u n g a g e (i. e. H ol o c e n e) of t h e ar e a a n d t h e eff e ct of N ort h Atl a nti c C urr e nt [ 2 0 7]. I n 
a pr e vi o us p u bli c ati o n fr o m t h e s a m e S v al b ar d p er m afr ost c or e, w e o bs er v e d a di v ers e 
a n d gr a d u a l s hift  of mi cr o bi al c o m m u nit y s p a n ni n g  fr o m t h e a cti v e l a y er ( A L) at  t h e 
s urf a c e i nt o t h e d e e p er p er m afr ost l a y ers ( P L) vi a 1 6 S r R N A a n al ysis [ 2 0 8]. H o w e v er, 
t h e pr e vi o us st u d y f o c us e d o n t h e m e as uri n g s oil c h ar a ct eristi cs a n d i d e ntif yi n g t a x a 
vi a 1 6 S r R N A a n al ysis, w hi c h h a d s o m e li mit ati o ns. C urr e ntl y  m ost of o ur c urr e nt 
k n o wl e d g e of p er m afr ost mi cr o bi o m e is still b as e d o n st u di es usi n g  m ar k er g e n e 
a n al ysis [ 2 0 9– 2 1 2] , w hi c h is i nf or m ati v e f or d es cri bi n g a mi cr o bi al c o m m u nit y i n a 
l o w-r es ol uti o n vi e w b ut n ot  r e all y a p pli c a bl e f or e x pl ori n g f u n cti o n al p ot e nti al a n d 
n o v el s p e ci es [ 2 1 3]. I n t his pr oj e ct , we p erf or m e d  a d e e p c o m p ar ati v e st u d y t hr o u g h 
o n e  p er m afr ost c or e fr o m S v al b ar d vi a w h ol e g e n o m e m et a g e n o mi c a n al ysis.    
1. 3. 3  R e c o n st r u cti n g ri b o s o m al g e n e s fr o m t ot al R N A 
m et atr a n s c ri pt o mi c d at a  
M et atr a ns cri pt o mi cs, t h e dir e ct s e q u e n ci n g a n d a n al ysis of all R N A i n a mi cr o bi al 
c o m m u nit y, h as b e e n wi d el y us e d i n d et er mi ni n g mi cr o bi ot a g e n e e x pr essi o n a n d 
r e g ul ati o n [ 2 1 4– 2 1 6 ]. C o m p ar e d t o g e n o mi c a p pr o a c h es ( m ar k er g e n e a n d 
m et a g e n o mi cs), it off ers a m or e i nf or m ati v e p ers p e cti v es of dir e ct f u n cti o n al o ut p ut i n 
a gi v e n c o nt e xt a n d is e xtr e m el y us ef ul i n u n d erst a n di n g t h e e n vir o n m e nt -mi cr o b e 
i nt er a cti o ns [ 1 5 5]. T h e w h ol e mi cr o bi al R N A p o ol is d o mi n at e d b y r R N A a n d t R N A 
( 9 5-9 9 %) w hil e o nl y s m all fr a cti o ns is m R N A ( 1 -5 %). S o f ar, m ost 
m et atr a ns cri pt o mi c st u di es h a v e f o c us e d o n m R N A o nl y, d e pl eti n g r R N A b ot h 
e x p eri m e nt all y a n d  i n sili c o. H o w e v er, r R N A a n d its a b u n d a n c e c o ul d  pr o vi d e n o v el 
i nsi g hts i nt o d y n a mi c str u ct ur e of mi cr o bi al c o m m u nit y a n d s p e cifi c f u n cti o n of 
pr ot ei n s y nt h esis [ 2 1 7]. “ T ot al R N A m et atr a ns cri pt o mi cs ” i n v ol v es t h e is ol ati o n a n d 
s e q u e n ci n g of t ot al R N A p o ols – i n cl u di n g m R N A, r R N A, t R N A a n d ot h er n o n-
c o di n g R N A – fr o m s a m pl es dir e ctl y wit h o ut a n y P C R or cl o ni n g st e p. It e n a bl es us t o 
o bt ai n b ot h str u ct ur al (r R N A) a n d f u n cti o n al i nf or m ati o n ( m R N A) si m ult a n e o usl y of a 
mi cr o bi al c o m m u nit y i n o n e e x p eri m e nt [ 2 1 8].  
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M a n y bi oi nf or m ati c t o ols h a v e b e e n d e v el o p e d f or m et atr a ns cri pt o mi c d at a, s u c h as 
I M P [ 2 1 9], S A M S A [ 2 2 0, 2 2 1], M et a Tr a ns [ 2 2 2], b ut t h e y ar e m ai nl y us e d f or 
st u d yi n g t h e f u n cti o n al pr ofili n g. H o w e v er, str u ct ur al pr ofili n g i n t ot al  R N A 
m et atr a ns cri pt o mi cs bri n gs its o w n a d v a nt a g es . C o m p ar e d t o P C R-b as e d m ar k er g e n e 
s ur v e ys, r R N A s e q u e n c es o bt ai n e d b y t his a p pr o a c h c a n a c c ess t a x o n o mi c di v ersit y i n 
all t hr e e d o m ai ns of lif e w hil e a v oi d i n g a m plifi c ati o n bi as [ 2 8]. F urt h er m or e , it all o w s 
f or t h e r e c o nstr u cti o n of f ull l e n gt h r R N A s e q u e n c es, e n a bli n g a hi g h er r es ol uti o n f or 
t a x o n o m y pr ofili n g. T his is t y pi c all y n ot f e asi bl e i n m et a b ar c o di n g : usi n g s h ort r e a d 
s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi es r es ults i n a m pli c o ns wit h i ns uffi ci e nt p h yl o g e n eti c si g n al, 
w hil e l o n g r e a d s e q u e n ci n g all o w s f or l o n g er a m pli c o ns b ut is c urr e ntl y r estri ct e d b y 
hi g h er err or r at es. L ast, t h e r el ati v e  a b u n d a n c e  of r R N A s e q u e n c es a cr oss t a x a 
g e n er all y r efl e cts t h e o v er all str u ct ur al a cti vit y as w ell [ 2 1 7]. E xisti n g d e n o v o 
ass e m bl y t o ols f or s h ot g u n s e q u e n c e r e a ds ar e pri m aril y  a p pli c a bl e  f or g e n o mi c or 
m et a g e n o mi c d at a w hil e  ar e n ot s uit a bl e f or r e c o v eri n g  r R N A g e n es [ 1 5 7]. I nst e a d, 
t h er e ar e s e v er al t o ols d e v el o p e d s p e cifi c all y f or r R N A r e c o v er y – li k e E MI R G E 
[ 1 5 8], R E A G O [ 1 5 7], R A M B L [ 2 2 3], a n d M A T A M [ 2 2 4] – b ut t h e y ar e  d esi g n e d f or 
s m all er d at as ets t h us c a n n ot b e us e d dir e ctl y t o a n al y z e t ot al R N A m et atr a ns cri pt o mi c 
d at a. T o a d dr ess t h os e iss u es,  w e d e v el o p e d M et a Ri b, a n o v el t o ol f or c o nstr u cti n g 
f ull-l e n gt h ri b os o m al g en e s e q u e n c es o pti mi z e d f or t ot al R N A m et atr a ns cri pt o mi c 
d at a. M et a Ri b is b as e d o n t h e p o p ul ar r R N A ass e m bl y pr o gr a m E MI R G E [ 1 5 8], 
t o g et h er wit h s e v er al i m pr o v e m e nts.  
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2.   Ai m s of t h e t h e si s 
T h e t h esis ai m s t o a p pl y a n d d e v el o p st at e -of -art bi oi nf or m ati c m et h o ds f or N G S -
b as e d mi cr o bi o m e r es e ar c h. Wit h t h e r a pi d d e v el o p m e nt of bi oi nf or m ati cs a n d 
m et a g e n o mi cs, t h er e ar e n u m er o us t o ols  a v ail a bl e f or e a c h st e p of st a n d ar d a n al ysis, 
m or e c h all e n g es c o m e fr o m h o w t o o pti mi z e c urr e nt w or kfl o ws a n d c o m bi n e pr o p er 
t o ols t o m e et s p e cifi c r e q uir e m e nts i n mi cr o bi o m e st u d y. T o t a k e f ull a d v a nt a g e of 
d at a a n d m a xi mi z e t h e v al u a bl e i nf or m ati o n dri v e n fr o m s a m pl es, d e e p u n d erst a n di n g 
of b ot h bi ol o gi c al q u esti o ns a n d bi oi nf or m ati c m et h o ds ar e n e e d e d. Wit h a cl os e 
c oll a b or ati o n b et w e e n bi oi nf or m ati a ns, bi ol o gists a n d cli ni ci a ns, w e a d dr ess e d t h e 
f oll o wi n g iss u es i n m y t h esis: 
1. Est a blis h  a c ust o mi z e d b i oi nf or m ati c w or kfl o w f or m ar k er g e n e a n al ysis i n B er g e n 
C O P D pr oj e ct ( P a p e r s I a n d II ). 
2. E v al u at e  s us c e pti bilit y of c o nt a mi n ati o n a n d m et h o ds of d e pl eti n g c o nt a mi n ati o n 
b ot h e x p eri m e nt all y a n d i n sili c o ( P a p e r s I a n d II ).  
3. I n v esti g at e t h e st a bilit y o f air w a y mi cr o bi ot a i n h e alt h a n d o bstr u cti v e l u n g dis e as e 
wit h r e p e at e d br o n c h os c o p y ( P a p e r II ). 
4. I m pr o v e c urr e nt bi oi nf or m ati c w or kfl o w f or r e c o v eri n g hi g h q u alit y M et a g e n o m e -
Ass e m bl e d G e n o m es ( M A Gs ) wit h a n e w t a x o n o m y -b as e d r efi n e m e nt a p pr o a c h 
(P a p e r s III a n d I V ). 
5. D e v el o p a n o v el c o m p ar ati v e str at e g y f or ass essi n g f u n cti o n al p ot e nti al 
q u a ntit ati v el y b as e d o n g e n o m e c o v er a g e a n d K E G G m o d ul es i n a M A G -c e ntri c vi e w 
(P a p e r s III a n d I V ).    
6. D e v el o p a n o v el bi oi nf or m ati c t o ol f or r e c o nstr u cti n g f ull -le n gt h ri b os o m al g e n e 
s e q u e n c es fr o m l ar g e -s c al e t ot al R N A m et a -tr a ns cri pt o mi c d at a (P a p e r V ). 
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3.   R e s ult s a n d Di s c u s si o n 
3. 1  C h ar a ct eri zi n g t h e r ol e of air w a y mi cr o bi ot a i n t h e 
d e v el o p m e nt of p ul m o n ar y di s e a s e s  
3. 1. 1  C o n d u cti n g a r o b u st e x p e ri m e nt i n C O P D mi c r o bi o m e 
r e s e a r c h  
O n e of t h e m ai n ai ms of B er g e n Mi cr o C O P D pr oj e ct is t o est a blis h a hi g h-q u alit y 
c o h ort d at as et f or h u m a n C O P D mi cr o bi o m e r es e ar c h. Mi ni mi zi n g t h e c o nt a mi n ati o n 
iss u es is criti c al i n t h e pr o c ess. T o d o s o, w e e x pl or e d t h e b est pr a cti c e f or h u m a n 
C O P D mi cr o bi o m e r es e ar c h b ot h e x p eri m e nt all y a n d i n sili c o. C oll e cti n g hi g h q u alit y 
bi ol o gi c al s a m pl es is q uit e c h all e n gi n g  i n p ul m o n ar y dis e as e r es e ar c h. M ost of t h e 
pr e vi o us C O P D st u di es us e d s p ut u m s a m pl es d u e t o t h e c ost a n d effi ci e n c y [ 2 2 5– 2 2 7] . 
H o w e v er, t h e y ar e s us c e pti bl e t o c o nt a mi n ati o n fr o m t h e or al c a vi t y [ 2 2 8]. 
Br o n c h os c o p y  ( e n d os c o pi c e x a mi n ati o n of t h e air w a ys) off ers a m et h o d t o o bt ai n 
vis u all y c o nfir m e d s a m pl es fr o m t h e air w a ys , b ut it is m or e i n v asi v e a n d is ass o ciat e d 
wit h t e c h ni c al iss u es as w ell. I n p arti c ul ar t h e br o n c h os c o p e h as t o b e i ns ert e d t hr o u g h 
t h e m o ut h or t h e n ostrils, a n d u nl ess pr ot e ct e d s a m pli n g is a p pli e d, c o nt a mi n ati o n m a y 
still st e m fr o m u p p er air w a ys a n d / or t h e or al c a vit y [ 2 2 9]. H o w e v er, h o w diff er e nt 
s a m pli n g m o d es will aff e ct t h e mi cr o bi o m e c o m p ositi o n is l ar g el y u n k n o w n. I n t his 
pr oj e ct w e e v al u at e d  b o t h pr ot e ct e d a n d u n pr ot e ct e d m et h o ds a n d c o m p ar e d wit h O W 
s a m pl es of m or e t h a n 1 2 0 p arti ci p a nts . T h e Mi cr o C O P D pr oj e ct  is t h e l ar g est si n gl e 
sit e st u d y ai mi n g t o i n v esti g at e t h e air w a y mi cr o bi ot a b y br o n c h os c o pi c s a m pli n g. 
I n p a p e r I , w e i n v esti g at e d t h e i m p a ct of c o nt a mi n ati o n wit h t hr e e s a m pli n g 
t e c h ni q u es– pr ot e ct e d s p e ci m e n br us h ( P S B), pr ot e ct e d br o n c h o al v e ol ar l a v a g e 
( P B A L) a n d s m all v ol u m e l a v a g e ( S V L) – i n cl u di n g h e alt h y ( 6 7) a n d C O P D ( 6 4) 
p arti ci p a nts. S e v e n s a m pl es – n e g ati v e c o ntr ols ( N C S), or al w as h ( O W), ri g ht l o w er 
l o b e P S B (r P S B), l eft u p p er l o b e P S B (l P S B), first fr a cti o n of P B A L of t h e ri g ht 
mi d dl e l o b e ( P B A L 1), s e c o n d fr a cti o n of P B A L of t h e ri g ht mi d dl e l o b e ( P B A L 2), l eft 
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u p p er l o b e S V L ( S V L) – w er e e v al u at e d  b y  m ar k e r g e n e a n al ysis p er  s u bj e ct . I n bri ef, 
w e f o u n d t h at al p h a di v ersit y d e cr e as e d  i n t h e or d er O W, S V L, P B A L a n d P S B w hil e 
b et a di v ersit y s h o w e d a disti n ct dist a n c e b et w e e n O W a n d ot h er s a m pl es. F urt h er P C A 
a n al ysis i n di c at e d a cl os er si mil arit y ( b et a -di v ersi t y) b et w e e n O W/ S V L a n d 
O W/ P B A L t h a n O W/ P S B. B esi d es, s a m pli n g or d er (l eft/ri g ht) di d n ot aff e ct t h e 
di v ersit y of P S B s a m pl es, a g ai n i n di c ati n g t h at P S B s a m pl es e n a bl e d a cl e arl y 
s e p ar ati o n fr o m O W s a m pl es t h a n S V L a n d P B A L.  Our r es ults hi g hli g ht e d t h e iss u e of 
or o p h ar y n g e al c o nt a mi n ati o n i n C O P D r es e ar c h , a n d s h o w e d  t h at pr ot e ct e d s a m pli n g 
a p pr o a c h es w er e pr ef err e d i n air w a y mi cr o bi ot a i n v esti g ati o n .  
H o w e v er, s o m e r e m ai ni n g iss u es s h o ul d b e m e nti o n e d. A m ai n li mit ati o n is t h e 
p ot e nti al bi as es i ntr o d u c e d b y  m ar k er g e n e s e q u e n ci n g, li k e P C R, w hi c h c o ul d r e d u c e 
t h e a c c ur a c y of t h e r es ult t o s o m e e xt e nt. S e c o n d, t o k e e p t h e r es ults c o m p ar a bl e 
a m o n g gr o u ps, w e a p pli e d m ostl y st a n d ar d s etti n gs of t h e QII M E pi p eli n e wit h n o 
s p e ci al o pti mi z ati o n. H o w e v er, fi n e -t u nin g t h e QII M E d ef a ult p ar a m et ers wit h m o c k 
d at as ets h a v e b e e n pr o v e d a us ef ul m et h o d t o a c hi e v e b ett er p erf or m a n c e, es p e ci all y  
f or t h e Ill u mi n a d at as ets  [ 2 3 0, 2 3 1]. T hir d, w e c o nsi d er e d all O T U s i n t h e N C S as 
c o nt a mi n ati o ns a n d si m pl y e x cl u d e d all of t h e m i n t h e d o w nstr e a m a n al ys es, w hi c h 
c o ul d dis c ar d s o m e us ef ul  i nf or m ati o n ( e. g., s p e ci es /t a x a pr es e nt i n t h e n e g ati v e 
c o ntr ol als o pr es e nt i n t h e l u n gs) . I n p a p e r II , w e m a d e s e v er al i m pr o v e m e nts of o ur 
bi oi nf or m ati c w or kfl o w, s u m m ari z e d a n d dis c uss e d i n s e cti o n 3. 1. 2. 
3. 1. 2  I n v e sti g ati n g t h e st a bilit y of air w a y mi c r o bi om e b y r e p e at e d 
b r o n c h o s c o p y i n h e alt h y a n d C O P D s u bj e ct s  
Pr e vi o us st u di es h a v e d e m o nstr at e d a str o n g c orr el ati o n b et w e e n t h e s hift of l u n g 
mi cr o bi al c o m m u nit y c o m p ositi o n a n d t h e d e v el o p m e nt of o bstr u cti v e l u n g dis e as e 
[ 2 2 9, 2 3 2, 2 3 3]. H o w e v er, w e h a v e littl e k n o wl e d g e a b o ut t h e st a bilit y of air w a y 
mi cr o bi o m e  o v er ti m e. I n p a p e r II , w e tr a c k e d h o w mi cr o bi al c o m m u niti es c h a n g e d 
b et w e e n h e alt h y a n d C O P D s u bj e cts w h o h a v e c o m pl et e d t w o br o n c h os c o pi es d uri n g 
t h e Mi cr o C O P D pr oj e ct .  
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2 1 s u bj e cts wit h o ut 4 1 p ati e nts wit h C O P D w er e s u bj e ct t o r e p e at e d e x a mi n ati o ns. 
S e v e n  s a m pl es p er s u bj e ct w er e s e q u e n c e d as d es cri b e d pr e vi o usl y  i n s e cti o n 3. 1. 1. I n 
t ot al 5 5 1 a m pli c o n s e q u e n c e v ari a nts ( A S V s) w er e c o nstr u ct e d fr o m 1 9 milli o n 
s e q u e n c es i n 7 2 7 s a m pl es. W e o bs er v e d a d e cr e asi n g tr e n d of al p h a di v ersit y i n t h e 
s e c o n d e x a mi n ati o n of O W a n d P B A L 1, a n d l ar g er diff er e n c es i n s u bj e cts n ot h a vi n g 
r e c ei v e d i nt er c urr e nt a nti bi oti cs. C o m p ari n g wit hi n-i n di vi d u al a n d b et w e e n-
i n di vi d u als b et a-di v ersit y usi n g p er m ut ati o n -b as e d t ests i n di c at e d t h at wit hi n -
i n di vi d u al di v ersit y is si g nifi ca ntl y l o w er t h a n b et w e e n -i n di vi d u al di v ersit y. 
C o m p ari n g s a m pli n g m et h o ds, n o n -p ar a m etri c t ests s h o w e d t h at b et a di v ersit y 
b et w e e n t h e t w o e x a mi n ati o ns f oll o w e d a p att er n of P S B > P B A L 2 > P B A L 1 > O W. I n 
s u m m ar y, o ur r es ults i n di c at e d t h at alt h o u g h air w a y mi cr o bi ot a v ari e d o v er ti m e a n d 
ot h er k e y e n vir o n m e nt al f a ct ors, still a c or e mi cr o bi al c o m m u nit y m a y e xist o v er ti m e 
wit hi n e a c h i n di vi d u al.  
T o d at e, o nl y a f e w st u di es h a v e i n v esti g at e d t h e st a bilit y o v er ti m e of t h e l u n g 
mi cr o bi o m e wit h r e p e at e d s a m pl es. Si n h a et al i n v esti g at e d t h e v ari a bilit y i n s p ut u m 
s a m pl es [ 2 3 4], s h o w e d diff er e n c es i n b ot h di v ersit y a n d m or e v ari ati o n as s a m pli n g 
i nt er v al i n cr e as e d, b ut t h e y w er e li mit e d b y l o w s a m pl e si z es (l ess t h a n 1 0) a n d 
p ot e nti al c o nt a mi n ati o ns d uri n g s a m pli n g. H er e w e r e p ort e d t h e first r el ati v el y l ar g e-
s c al e  i n v esti g ati o n of t h e st a bilit y of air w a y mi cr o bi ot a wit h r e p e at e d br o n c h os c o pi es.  
F or t his pr oj e ct w e o pti mi z e d o ur bi oi nf or m ati c a n al ysis i n m a n y as p e cts t a ki n g 
a d v a nt a g es  of t h e r a pi d a d v a n ci n g of m et a g e n o mi c a n al ysis m et h o ds. First, r e c e ntl y 
t h er e h a v e b e e n m ulti pl e st u dies r e c o m m e n di n g t o us e A S Vs r at h er t h a n O T Us i n 
m ar k er g e n e a n al ysis [ 4 6, 6 1]. A n dr ei et al e v al u at e d  p erf or m a n c e b et w e e n O T U -b as e d 
w or kfl o ws ( QI I M E, M O T H U R, et c) a n d A S V-b as e d w or kfl o ws ( QII M E 2, D A D A 2, 
et c), a n d c o n cl u d e d t h at A S V -b as e d a p pr o a c h es off er e d b ett er s e nsiti vit y , s p e cifi cit y 
a n d r e pr o d u ci bilit y [ 6 5]. I n a d diti o n t o d ef a ult c hi m er a r e m o v al wit h QII M E 2, w e 
p erf or m e d a d diti o n al c hi m er a d et e cti o n usi n g V S E A R C H [ 2 3 5] a n d e x cl u d e d  s p uri o us 
A S Vs a c c or di n g t o t h eir distri b uti o n a cr oss s a m pl es [ 2 3 6]. S e c o n d, w e a p pli e d a 
s p e ci ali z e d  d at a b as e – h u m a n or al mi cr o bi o m e d at a b as e ( H O M D) [ 2 3 7] – f or 
t a x o n o mi c a n n ot ati o n i nst e a d of t h e d ef a ult, w hi c h pr o vi d e d c ur at e d s p e ci es 
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i nf or m ati o n i n h u m a n r es pir at or y tr a ct. T hir d, w e a d dr ess e d t h e c o nt a mi n ati o n iss u e i n 
sili c o a n d m a n u all y  as w ell. I n a d diti o n t o r e d u c e p ot e nti al c o nt a mi n ati o n usi n g 
D e c o nt a m [ 5 2], w e f urt h er c h e c k e d t h e t o p 5 0 m ost a b u n d a nt t a x a a n d r e m o v e d 
s p e ci es li k el y t o b e a b e a c o nt a mi n a nt  j u d gi n g b y ot h er p u bli c ati o ns [ 3 2]. M or e , 
a d v a n c e d m et h o ds w er e a p pli e d i n c o m p ar ati v e di v ersit y a n al ysis. F or e x a m pl e, w e 
us e d Y u e -Cl a yt o n i n d e x i n b et a d i v ersit y [ 2 3 8], w hi c h c o nsi d ers t h e n u m b er of 
b a ct eri al s p e ci es pr es e nt a n d t h eir r el ati v e a b u n d a n c es si m ult a n e o usl y. W e als o 
i ntr o d u c e d r a n d o m p er m ut ati o n t est t o ass ess w h et h er s a m pl es fr o m t h e s a m e 
i n di vi d u al w er e si g nifi c a ntl y m or e si mil ar t h a n s a m pl es fr o m diff er e nt i n di vi d u als.  
I n t h e c urr e nt st u d y, s a m pl es w er e d o mi n at e d b y Fir mi c ut es , A cti n o b a ct eri a , 
B a ct er oi d et es  a n d Pr ot e o b a ct eri a  i n p h yl u m l e v el, a n d b y Str e pt o c o c ci , V eill o n ell a , 
Pr e v ot ell a , R ot hi a  a n d H a e m o p hil us  i n g e n us l e v el, w hi c h w as si mil ar wit h pr e vi o us 
o bs er v ati o ns [ 2 0 0, 2 3 2, 2 3 9]. H o w e v er, w e n oti c e d s o m e i nt er esti n g s hifts a m o n g 
gr o u ps. F or e x a m pl e, O W s a m pl es w er e m ost st a bl e w hil e P S B s a m pl es fl u ct u at e d 
dr a m ati c all y b et w e e n t w o e x a mi n ati o ns i n t er ms of di v ersit y. T his c o ul d b e a r es u lt of 
m or e st a bl e  st at us i n or al mi cr o bi ot a, or t h at air w a y mi cr o bi ot a is m or e  s us c e pti bl e t o 
r a n d o m fl u ct u ati o ns d u e t o t h e l o w -bi o m ass n at ur e. F urt h er , r a n d o m p er m ut ati o n t est 
i n di c at e d a si g nifi c a ntl y l o w er b et a di v ersit y wit hi n a n i n di vi d u al t h a n b et w ee n 
i n di vi d u al. Di c ks o n et al pr o p os e d a n  e c ol o gi c al m o d eli n g of t h e r es pir at or y 
mi cr o bi o m e t h at t h e r es pir at or y tr a ct is c o m prisi n g a c o nti n u o us i m mi gr ati o n of 
mi cr o b es r at h er t h a n a st a bl e r esi d e n c e [ 2 2 9]. O ur r es ults c o m pl e m e nt t his m o d el, i n 
t h at t h er e w er e i n d e e d gr e at c h a n g es b y  ti m e, b ut t h er e w er e  als o si g ns of a s m all 
st a bl e c or e mi cr o bi o m e wit hi n i n di vi d u als , es p e ci all y i n t h e l o w er air w a ys.  
Y et, s o m e m et h o d ol o gi c al w e a k n ess es n e e d t o b e m e nti o n e d. Alt h o u g h w e di d n ot 
o bs er v e c o v ari ati o ns b et w e e n t h e l e n gt h of e x a m i nt er v als a n d di v ersit y, it d o es n ot 
n e c ess aril y m e a n t h at t h er e is n o c orr el ati o n. T h e  i d e al i nt er v al of r e e x a mi n ati o n of 
C O P D p ati e nts is u n k n o w n. I n o ur d at as et t h e i nt er v al v ari e d s u bst a nti all y ( 8 8 - 3 4 9 
d a ys ). N o m o c k c o m m u nit y a n al ysis w as  p erf or m e d i n t h e c urr e nt a n al ysis b ut ot h er 
a ut h ors i n t h e Mi cr o C O P D st u d y h a v e d e m o nstr at e d f air  p erf or m a n c e w h e n 
s e q u e n ci n g m o c k c o m m u niti es  [ 2 4 0].  
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3. 2  Di s e n t a n gli n g t h e c o m pl e xit y of p er m afr o st mi cr o bi ot a 
wit h m et a g e n o mi c s  
3. 2. 1  R e c o v e r y  a n d di st ri b uti o n of M A G s i nf o r m e d c o m m u nit y 
c o m p o siti o n p att e r n s wit h d e pt h  
R e c o v eri n g m et a g e n o mi c ass e m bl e d g e n o m es ( M A Gs) fr o m m et a g e n o m e s, es p e ci all y 
p er m afr ost m et a g e n o m e s, is q uit e c h all e n gi n g d u e t o t h e e xtr e m e c o m pl e xit y a n d 
n o v elt y of  t h e mi cr o bi ot a [ 2 1 3, 2 4 1, 2 4 2]. S e v er al bi oi nf or m ati c t o ols, li k e M et a B A T 2 
[ 9 2] a n d M a x Bi n 2 [ 9 3], h a v e b e e n wi d el y us e d f or bi n ni n g c o nti gs i nt o M A Gs ( bi ns). 
D A S T o ol [ 97] , a r e c e ntl y p u blis h e d bi n r efi n e m e nt t o ol, h as s h o w n si g nifi c a nt 
i m pr o v e m e nt of M A G s r efi n e m e nt i n m a n y st u di es [ 2 4 3– 2 4 5] . H o w e v er, t h er e is still 
r o o m f or i m pr o v e m e nt. F or e x a m pl e, w e still o bs er v e d 2 1 o ut of 6 4 m et a g e n o m e bi ns 
r e m ai n e d hi g hl y c o nt a mi n at e d ( > = 1 0 %) [ 9 9] aft er  D A S T o ol  s cr e e ni n g i n o ur pr oj e ct . 
As w e k n o w, e a c h bi n r e pr es e nts a n i n di vi d u al g e n o m e wit h si n gl e -t a x o n a n n ot ati o n i n 
t h e or y. H o w e v er,  r e c o v er e d b i ns m a y c o nt ai n mis -assi g n e d c o nti gs fr o m ot h er t a x a , as  
cl os e s p e ci es al w a ys s h ar e d s o m e c o ns er v e d d o m ai ns . T h us,  it is p ossi bl e t o r e m o v e 
t h os e c o nt a mi n ati o ns b y i nt e gr ati n g t h e t a x o n o mi c cl assifi c ati o n r es ult i nt o M A G 
r efi n e m e nt. T o a v oi d si m pl y dis c ar di n g t h es e hi g hl y c o nt a mi n at e d M A Gs a n d i m pr o v e 
t h e q u alit y of M A G s, w e d e v el o p e d a s cri pt t o s u bs et e a c h M A G i nt o c oll e cti o ns of 
c o nti gs fr o m t h e s a m e t a x o n o mi c cl assifi c ati o n. O ur s cri pt is a bl e t o pr o vi d e m ulti pl e 
c o nti g s u bs ets c orr es p o n di n g t o diff er e n t r a n ks f or e a c h bi n, t h e us er c o ul d t h e n 
e v al u at e all r efi n e d s u bs ets usi n g M A G q u alit y c h e c k t o ols li k e C h e c k M [ 9 8], a n d fi n d 
b est tr a d e off b et w e e n c o m pl et e n ess a n d c o nt a mi n ati o n . A d et ail e d d es cri pti o n of o ur 
M A G r efi n e m e nt w or kfl o w is d es cri b e d i n p a p e r I V  a n d d e pl o y e d at: 
htt ps:// git h u b. c o m/ y x x u e/ R e c o v er y -a n d -r efi n e m e nt-of -M A Gs -f or-p er m afr ost -
m et a g e n o m e . 
Utili zi n g o ur r efi n e d w or kfl o w, w e s u c c essf ull y r e p ort e d 5 6 o ut of 6 4 M A Gs wit h l o w 
c o nt a mi n ati o n ( < = 1 0 %). T h es e 5 6 M A Gs w er e fr o m 1 3 p h yl a, i n cl u di n g 8 hi g h, 4 4 
m e di u m a n d 4 l o w q u alit y dr aft a c c or di n g t o  MI MI G st a n d ar ds [ 9 9]. I n t ot al t h e 
a n al y z e d M A Gs c o nstit ut e d ar o u n d 1 1. 3 % of t h e r e a ds i n e a c h s a m pl e ( mi n. 7. 1 %, 
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m a x. 1 3. 4 %). A d et ail e d d es cri pti o n of e a c h M A G w as p u blis h e d i n P a p e r III . W e 
f o u n d M A Gs b el o n gi n g t o A cti n o b a ct eri a , Pr ot e o b a ct eri a , B a ct er oi d et es , 
A ci d o b a ct eri a  a n d C hl or ofl e xi  w er e d o mi n a nt i n S v al b ar d s a m pl es. I n P a p e r I V , w e 
f urt h er i n v esti g at e d mi cr o bi al c o m m u nit y c o m p ositi o n b as e d o n c h a n g es i n t h e M A G 
a b u n d a n c e.  
O ur r es ults s h o w e d disti n ct c o m p ositi o n diff er e n c es b et w e e n p er m afr ost a cti v e l a y er 
( A L) a n d p er m afr ost l a y er ( P L) w h er e pr e d o mi n a nt M A Gs als o c h a n g e d wit h d e pt h. I n 
t h e A L, t h e m ost a b u n d a nt p h yl a w er e A ci d o b a ct eri a  a n d Pr ot e o b a ct eri a w hil e P L 
M A Gs w er e d o mi n at e d b y A cti n o b a ct eri a , B a ct er oi d et es , C hl or ofl e xi  a n d 
Pr ot e o b a ct eri a . M e m b ers of Pr ot e o b a ct eri a , V err u c o mi cr o bi a  a n d C hl or ofl e xi , w er e 
u bi q uit o us i n P L  a n d h a d si mil ar a b u n d a n c es i n t h e u p p er P L ( P L 1 a n d P L 2) t h a n d e e p 
P L s a m pl es ( P L 3 a n d P L 4).  W e als o o bs er v e d a d e cli n e d tr e n d  i n A ci d o b a ct eri a  a n d 
A cti n o b a ct eri a  a b u n d a n c es wit h i n cr e asi n g d e pt h. I nt er esti n gl y, m or e u ni q u e b ut 
hi g hl y r e pr es e nt e d M A Gs w er e f o u n d i n t h e d e e p est s a m pl es, s u c h as  C hl or ofl e xi  i n 
P L 3 a n d B a ct er oi d et es  i n P L 4. P arti c ul arl y, a pr e vi o us m ar k er g e n e  a n al ysis  i n t h e 
s a m e c or e d et e ct e d  I ntr as p or a n gi a c e a e t o b e str o n gl y d o mi n a nt i n t h e P L [ 2 0 8]. 
H o w e v er, w e c o ul d n ot d et e ct si mil ar tr e n ds i n t his d at as et. 
W hil e s e v er al M A G  r efi n e m e nt str at e gi es ar e alr e a d y d e pl o y e d b y I M G/ M [ 1 4 3] a n d 
A n vi’ o [ 1 4 8], o ur w or kfl o w pr o vi d es a s c al a bl e a n d fl e xi bl e a p pr o a c h  w h er e t h o us a n ds 
of bi ns c o ul d b e a n al y z e d  a n d s cr e e n e d . M or e i m p ort a ntl y, pr e vi o us bi n r efi n e m e nt 
pr o gr a ms o nl y c o nsi d er c o nt a mi n ati o n at p h yl u m l e v el, b ut it c o ul d b e d et e ct e d at all 
t a x o n o mi c l e v els b as e d o n o ur o bs er v ati o n. O ur s cri pt tr a c es t h e hi er ar c hi c al 
r el ati o ns hi ps usi n g a us er d efi n e d p er c e nt a g e t hr es h ol d a n d s u bs et bi ns s p a n ni n g fr o m 
p h yl u m t o s p e ci es l e v el. Still, s o m e li mit ati o ns r e m ai n. First, t h e p erf or m a n c e of o ur 
bi n r efi n e m e nt str at e g y h e a v il y d e p e n ds o n t h e a c c ur a c y of t h e t a x o n o mi c a n n ot ati o n. 
I n t h e c urr e nt st u d y w e a p pli e d K aij u [ 1 1 9] t o a n n ot at e c o nti gs a g ai nst t h e N C BI nr 
d at a b as e, as K aij u is e xtr e m e f ast f or l ar g e c o nti g s ets a n d t h er e is n o s p e ci ali z e d 
d at a b as es f or p er m afr ost. H o w e v er, m a n y t o ols ar e a v ail a bl e t o t a x o n o mi c all y a n n ot at e  
m et a g e n o mi c d at a a n d w e h a v e n ot b e n c h m ar k e d t h e m. Si m o n et al. e v al u at e d t h e 
p erf or m a n c e of 2 0 m et a g e n o mi c cl assi fi ers, a n d p oi nt e d o ut t h at t h er e w as n o si n gl e 
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b est o pti o n: t h e c h oi c e of cl assifi ers d e p e n ds h e a vil y o n t h e s ci e ntifi c q u esti o n, 
c o m p ut ati o n al e n vir o n m e nt a n d t ar g et t a x o n o mi c d o m ai ns, et c [ 1 1 7]. T h e  r a pi d gr o wt h 
of r ef er e n c e d at a b as es will c h a n g e t h e p erf or m a n c e dr a m ati c all y , a n d it is w ort h 
p oi nti n g o ut t h at r e m o vi n g c o nti gs fr o m a M A G m a y r e d u c e c o m pl et e n ess i n s o m e 
c as es d u e t o mis -ass e m bl y a n d a n n ot ati o n. I nst e a d, w e s u bs et all p ossi bl e cl e a n e d 
M A Gs a n d l et us ers t o d e ci d e t h e b est tr a d e off b et w e e n c o m pl et e n ess a n d 
c o nt a mi n ati o n .  
3. 2. 2  C o v e r a g e -b a s e d f u n cti o n al a n al y si s i n a M A G -c e ntri c vi e w 
r e v e al e d k e y m et a b oli c f u n cti o n s i n S v al b a r d p e r m afr o st  
T h er e ar e t w o pri m ar y m et h o ds f or m et a g e n o mi c f u n cti o n al a n al ysis: m a p pi n g t h e 
pr e di ct e d g e n es a g ai nst r ef er e n c e d at a b as es a n d t h e n p arsi n g  t h e f u n cti o n al a n n ot ati o n 
r es ult i n eit h er g e n e or p at h w a y l e v el [ 2 0 8, 2 4 6]. H o w e v er, b ot h h a v e s o m e dr a w b a c ks. 
G e n e -b as e d  a p pr o a c h es utili z es m ost d o mi n a nt g e n e pr o d u cts , b ut t h e y m a y o v erl o o k 
bi ol o gi c al f u n cti o ns r el y o n m ulti pl e g e n es a n d f o c us o n si g n ifi c a ntl y a b u n d a nt s u bs et 
o nl y . F or a n ot h er, p at h w a y-l e v el a n al ysis c a n miss n u a n c e d diff er e n c es i n f u n cti o n al 
v ari a n c e as s o m e p at h w a ys, es p e ci all y c or e p at h w a ys,  c o nt ai n m a n y s h ar e d s u b -
p at h w a ys or g e n es. T o a d dr ess a b o v e iss u es , w e d e v el o p e d a n o v el c o mp ar ati v e 
a n al ysis str at e g y t h at utili z es K E G G M o d ul e ( M O), a c oll e cti o n of m a n u all y d efi n e d 
f u n cti o n al u nits e a c h e n c o m p assi n g a s et of g e n es - r e pr es e nt e d b y K O i d e ntifi ers 
[ 2 4 7]. C o m p ar e d t o p at h w a y or g e n e e nri c h e d a n al ysis, m o d ul e -b as e d a n al ysis dir e ctl y 
li n ks t o s p e cifi c m et a b oli c c a p a cit y. A n ot h er iss u e is h o w t o p erf or m q u a ntit ati v e 
f u n cti o n al c o m p aris o ns. C o nti g c o v er a g e is a n ot h er i m p ort a nt m et a g e n o mi c 
c h ar a ct eristi cs [ 9 0, 2 4 8], h o w e v er, t h at is c urr e ntl y  n ot us e d b e y o n d bi n ni n g 
[ 9 2, 9 3, 9 5, 9 6]. I n p a p e r I V  w e u tili z e d c o v er a g e p att er ns of pr es e n c e/ a bs e n c e t o s plit 
c o nti gs i nt o s e v er al pr e -d efi n e d gr o u ps: e a c h gr o u p r e pr es e nt a p att er n a cr oss t h e 
s a m pl es wit h r es p e ct t o t h eir d e pt h distri b uti o n, a n d f urt h er i n v esti g at e d t h e v ari a n c e 
of k e y M O a b u n d a n c e a cr oss gr o u ps i n a M A G -c e ntri c vi e w.  T h e s o ur c e c o d e a n d  
d et ail e d d es cri pti o n of o ur c o v er a g e -b as e d f u n cti o n al a n al ysis w or kfl o w is d e pl o y e d a t 
htt ps:// git h u b. c o m/ y x x u e/ C o v er a g e -b as e d -f u n cti o n al-a n al yisis -i n- a-M A G -c e ntri c -
vi e w . 
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H er e w e o nl y i n cl u d e c o nti gs ori gi n ati n g fr o m r efi n e d M A Gs . 2 0, 5 7 3 c o nti gs w er e 
t h e n assi g n e d t o c o v er a g e -b as e d cl assifi c ati o n gr o u ps ( T a bl e 3. 1)  a c c or di n g t o t h eir 
c o v er a g e distri b uti o n i n t h e c or e . P L gr o u ps ( P L _ S U B, P L _ A L L, P L _ Pi) r e pr es e nt e d 
t h e l ar g est p orti o n b y c o v eri n g 6 0 % of all  c o nti gs. Ar o u n d 1 0 % of t h e m w er e s h ar e d i n 
b ot h l a y er  ( B O) w hil e 1 3 % w er e o nl y f o u n d i n A L. 1 8 % w as f o u n d i n all P L w hil e t h e 
m aj orit y w as s c att er e d i n a s m all er s u bs et ( P L _ S U B, P L _ Pi). W e i d e ntifi e d o nl y a 
s m all fr a cti o n of c o nti gs t h at h a d a str o n g c orr el ati o n ( 0. 9) wit h d e pt h pr ofil e: 5 % KI 
a n d  1 % K D.  
Gr o u ps D efi niti o n Crit eri a  P er c e nt a g e 
A L  Pr es e n c e i n A L  A L > = T H a n d A L L( P L) < = T H  1 3. 1 
B O Pr es e n c e B ot h i n A L a n d P L A L > = T H a n d A L L( P L) > = T H  1 0. 2 
L O  A bs e n c e B ot h i n A L a n d P L A L < = T H a n d A L L( P L) < = T H  1 4. 1 
P L _ S U B Pr es e n c e i n s u bs et ( 2 or 3) P L A L < = T H a n d S U B( P L) > = T H  2 6. 4 
P L _ A L L Pr es e n c e i n all P L A L < = T H a n d A L L( P L) > = T H  1 8. 8 
P L _ Pi Pr es e n c e i n u ni q u e P L ( P 1, ... , P 4)  
A L < = T H  
a n d  
U NI Q U E( P L _ Pi) > = T H  
3. 6 ( P 1), 
2. 3 ( P 2), 
2. 5 ( P 3), 
5. 5 ( P 4) 
KI  
I n cr e asi n g tr e n d i n P L _ A L L or 
P L _ S U B 
I n ( P L _ A L L or P L _ S U B) 
a n d  
C O R R( P L, D E P T H) > = 0. 9  
4. 9 
K D  
D e cr e asi n g tr e n d i n P L _ A L L or 
P L _ S U B 
I n ( P L _ A L L or P L _ S U B) 
a n d  
C O R R( P L, D E P T H) < = -0. 9  
0. 9 
U N  U n k n o w n gr o u ps Ot h ers  2. 7 
T a bl e 3. 1: C o nti g dist ri b uti o n a c r oss g r o u ps. A L: n or m ali z e d c o v er a g e i n A cti v e l a y er, P L: 
n or m ali z e d c o v er a g e i n p er m afr ost l a y er s a m pl es. T H: t hr es h ol d ( m e di a n of n or m ali z e d 
c o v er a g e). D E P T H ( c m u n d er s urf a c e): 1 1 0, 1 2 2, 1 3 5, 1 7 0. C O R R: P e ars o n c orr el ati o n.  
I n t ot al 4 5 1 o ut of 8 0 8 M O w er e d et e ct e d i n S v al b ar d M A Gs. W e m a n u all y s el e ct e d 
1 0 2 i m p ort a nt M O wit h 8 p at h w a ys a n d o bs er v e d disti n ct M O a b u n d a n c e a m o n g 
gr o u ps. W e e x a mi n e d t h e tr e n d i n s e v er al k e y p er m afr ost r el at e d p at h w a ys a m o n g 
diff er e nt gr o u ps. M A Gs b el o n gi n g t o gr o u p B O a n d P L s h o w e d a str o n g r e pr es e nt ati o n 
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o f a er o bi c r es pir at or y pr o c ess es, s u c h as F-t y p e A T P as e a n d N A D H: q ui n o n e 
o xi d or e d u ct as e ( N Q R). W e f urt h er  c o nfir m e d t h e a er o bi c r es pir ati o n as t h e d o mi n a nt 
c ar b o n c y cli n g p at h w a y i n t his c or e, as d e h y dr o g e n as es  i n v ol v e d m o d ul es w er e i n 
n eit h er hi g h a b u n d a n c e n or s h o w e d str o n g gr o u pi n g tr e n ds. P ol y m er h y dr ol ysis a n d 
C A Z Y f u n cti o ns w er e als o f o u n d i n a b u n d a n c e es p e ci all y i n c or e i n P L gr o u ps 
( P L _ A L L a n d P L _ S U B). S e v er al k e y m et a b oli c f u n cti o ns of nitr o g e n a n d s ulf ur c y cl es 
w er e d et e ct e d, w h er e as a n ot h er k e y b i o g e o c h e mi c al pr o c ess m et h a n e m et a b olis m w as 
miss e d . B esi d es, w e o bs er v e d a s uit e of M O r el at e d wit h str ess r es p o ns es a n d 
a nti bi oti c r esist a n c e – i n cl u di n g K d p D E: p ot assi u m tr a ns p ort s yst e m, p h os p h at e 
st ar v ati o n r es p o ns e s yst e m ( P h o R − P h o B), a n d r e d o x r es p o ns e a n d c h e m ot a xis, w hi c h 
m a y i n di c at e h o w mi cr o bi ot a c o u nt er t h e e xtr e m e e n vir o n m e nt al str ess i n p er m afr ost. 
D et ail e d r es ult a b o ut v ari a n c e of k e y m et a b oli c f u n cti o ns w as d es cri b e d i n p a p e r I V . 
O n e of t h e m ost i nt er esti n g fi n di n gs i n t his st u d y w as t h at S v al b ar d M A Gs w er e 
m ostl y a er o bi c a n d s h o w e d e nri c h e d f u n cti o n al p ot e nti als  i n v ol v e d i n a m m o ni u m, 
s ulf ur a n d p h os p h at e m et a b olis m. T h es e r es ults i n di c at e t h at a s u bst a nti al i n v est m e nt 
i n e n er g y pr o d u cti o n is r e q uir e d f or p er m afr ost mi cr o bi o m e. O ur  r es ults are als o i n 
c o n c urr e n c e wit h pr e vi o us a cti vit y m e as ur e m e nts fr o m t h e s a m e l o c ati o n w h er e M üll er 
et al. [ 2 0 8] s h o w e d  t h at p er m afr ost t h a w u p t o f o ur ti m es hi g h er C O 2  r es pir ati o n r at e 
w er e o bs er v e d u n d er a er o bi c t h a n a n a er o bi c c o n diti o ns  t hr o u g h a s eri es of i n c u b ati o ns. 
O ur a n al ysis als o i n di c at e d t h at o n e of t h e k e y p er m afr ost mi cr o bi o m e tr aits is t o 
o bt ai n eff e cti v e r es o ur c es vi a v ari o us m et a b oli c  r e a cti o ns.  
I n t his st u d y, w e pr o p os e d a c o m p ut ati o n al m et h o d t h at c o m bi n e m et a g e n o mi c a n d 
bi ol o gi c al i nf or m ati o n i n a M A G -c e ntri c vi e w. Alt h o u g h w e f o c us e d o n S v al b ar d 
p er m afr ost d e pt h pr ofil e, o ur m et h o d e n a bl e d us t o d et er mi n e c or e f u n cti o ns a n d tr e n ds 
of m ulti pl e s a m pl es i n a st u d y. H o w e v er, s o m e li mit ati o ns n e e d t o b e dis c uss e d. First, 
it s h o ul d b e p oi nt e d o ut t h at t h e pr es e n c e a n d a b u n d a n c e of M O wit hi n p er m afr ost 
mi cr o bi ot a d o es n ot m e a n t h e y ar e tr ul y a cti v e or e x pr ess e d, as o ur a p pr o a c h is b as e d 
o n g e n o mi cs r a t h er t h a n tr a ns cri pt o mi cs. T h er ef or e, t h es e r es ults o nl y r e pr es e nt 
f u n cti o n al p ot e nti al i n t h e e n vir o n m e nt a n d pr o vi d e s u p p orti n g i nf or m ati o n of g e n e 
a cti viti es. B ut t his li mit ati o n h ol ds  f or all m et a g e n o mi c d at as ets, e v e n 
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m et atr a ns cri pt o mi cs is i nfl u e n c e d b y t h e ti m e t h at s a m pl e is c oll e ct e d. I n a d diti o n, 
m et atr a ns cri pt o mi cs is o nl y a p pli c a bl e u n d er s o m e cir c u mst a n c es, it m a y f ail d u e t o 
t h e diffi c ult y of e xtr a cti n g R N A fr o m e xtr e m e e n vir o n m e nt li k e p er m afr ost [ 2 1 3]. 
S e c o n d, c o m p ar e d wit h c o nti g -b as e d or g e n e -b as e d f u n cti o n al pr ofili n g t h at utili z e d 
m ost of t h e r e a ds, w e f o c us e d o n c o nti g s t h at w er e a bl e t o b e bi n n e d i n a M A G -c e ntri c 
vi e w. W e e x cl u d e d u n bi n n e d c o nti gs as t h e y c a n l e a d t o err o n e o us c o n cl usi o ns or 
misi nt er pr et ati o ns [ 2 4 9]. F o c usi n g o n M A G s e n a bl e d us t o r e c o v er g e n o mic 
i nf or m ati o n pr e cis el y a n d e ns ur e p at h w a y c o m pl eti o n w h e n c al c ul ati n g M O 
a b u n d a n c e . A s d es cri b e d i n m a n y p u blis h e d m et a g e n o m e st u di es, eit h er r e a d-b as e d or 
ass e m bl y -b as e d m et h o ds c a n a n n ot at e 2 0 -3 0 % of t h e d at a fr o m t h e c o m pl e x s oil t y p e 
e n vir o n m e nts. As a r es ult, all t h es e a p pr o a c h es bri n g t h eir o w n bi as es i n i nt er pr eti n g 
f u n cti o n al p ot e nti al.  
3. 3  R e c o n str u cti n g  f ull-l e n gt h r R N A s e q u e n c e s fr o m t ot al 
R N A m et atr a n s cri pt o mi c s  
I n P a p e r V  w e pr es e nt t h e t o ol M et a Ri b f or r e c o nstr u cti n g r R N A g e n es fr o m l ar g e 
s c al e  t ot al R N A m et atr a ns cri pt o mi c d at a. C o m p ar e d wit h e xisti n g t o ols, M et a Ri b is 
a bl e t o r e c o v er f ull -l e n gt h r R N A c o nti gs wit h a l o w f als e p ositi v e r at e a cr oss m ulti pl e 
s a m pl es, e v e n f or v er y l ar g e d at as ets, t o g et h er wit h a c c ur at e t a x o n o m y -i n d e p e n d e nt 
a b u n d a n c e esti m ati o n. W e a d dr ess t h e c h all e n g e p os e d b y l ar g e c o m pl e x d at as ets b y 
i nt e gr ati n g s u b-ass e m bl y, d er e pli c ati o n a n d m a p pi n g i n a n it er ati v e a p pr o a c h, wit h 
a d diti o n al p ost -pr o c essi n g st e ps. O ur a p pr o a c h utili z e d t h e u n e v e n t a x o n -a b u n d a n c e 
distri b uti o n c o m m o n f or mi cr o bi al c o m m u niti es [ 2 5 0], w hi c h m a k es it p ossi bl e t o 
r e c o nstr u ct m ost a b u n d a nt s p e ci es wit h a s m all s u bs et i n a first f e w it er ati o ns, 
m e a n w hil e r e d u c es t h e r e d u n d a n c y t h e d at as et it er ati v el y h el ps t o c a pt ur e r ar er 
s p e ci es. T o pr o d u c e o nl y f ull -l e n gt h s e q u e n c es, w e a p pli e d o v erl a p -b as e d cl ust er t o 
pr o c ess fr a g m e nt e d c o nti gs a n d d u pli c at es. I n a d diti o n, s a m pl e -b as e d m a p pi n g 
st atisti cs is n ot o nl y us e d f or esti m ati n g a b u n d a n c e, b ut als o h el ps t o filt er f als e 
p ositi v e r e c or ds. Alt h o u g h t ot al R N A m et atr a ns cri pt o mi cs h as n ot b e e n wi d el y us e d , 
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es p e ci all y str u ct ur al pr ofili n g, o ur a p pr o a c h  o p e ns u p s e v er al n e w p ers p e cti v es a n d 
e n a bl es a d e e p er u n d erst a n di n g of h o w mi cr o bi ot a is str u ct ur e d a n d distri b ut e d.  
T o si m ul at e t h e c o m pl e xit y of r e al mi cr o bi o m e c o m m u niti es, t hr e e si m ul at e d d a t as ets 
w er e b uilt, e a c h d at as et i n cl u d e d 5 milli o n r e a ds, w hi c h w as g e n er at e d b y 1 0 0 0 
r a n d o ml y s el e ct e d f ull-l e n gt h r R N A c o nti gs f oll o wi n g a l o g-n or m al a b u n d a n c e 
distri b uti o n. I n d at as et a, all c o nti gs w er e i n cl u d e d i n t h e c orr es p o n di n g r ef er e n c e. I n 
d at as et b, c o nti gs w er e n ot i d e nti c al b ut hi g hl y si mil ar ( b et w e e n 9 5 % t o 9 9 %) wit h t h e 
r ef er e n c e. D at as et c w as t h e o p p osit e  c as e of d at as et a t h at all c o nti gs w er e r e m o v e d 
fr o m t h e r ef er e n c e.    
I n si m ul at e d d at as ets , M eta Ri b d e m o nstr at e d si g nifi c a nt s p e e d u p ( 6 0 X) c o m p ar e d t o 
E MI R G E usi n g t h e s a m e p ar a m et ers , w hi c h c o ul d pr o c ess 5 milli o n r e a ds i n a f e w 
mi n ut es i nst e a d of d a ys. W e f urt h er e v al u at e d  t h e p erf or m a n c e of t w o t o ols i n t er m s of 
Pr e cisi o n, S e nsiti vit y a n d F 1 -s c or e f or all t hr e e si m ul at e d d at as ets. E MI R G E h a d a 
hi g h er s e nsiti vit y c o m p ar e d t o M et a Ri b, b ut t h e m ai n iss u e w as t h at it als o pr o d u c e d a 
l ar g e n u m b er of ‘f als e’ c o nti gs w hi c h l e a d t o a q uit e l o w pr e cisi o n e v e n i n a n i d e al 
c as e ( D at as et a). C o n v ers el y, M et a Ri b w as a bl e t o r e c o v er al m ost all s o ur c e c o nti gs if 
t h e y w er e r e pr es e nt e d i n t h e r ef er e n c e w hil e pr o d u c e d f ar f e w er s u c h ‘f als e’ 
s e q u e n c es. I n s u m m ar y, M et a Ri b s h o w e d t h e b est o v er all p erf or m a n c e i n all d at as ets 
wit h F 1 -s c or e e v al u ati o n.  
T h e A s h B a c k pr oj e ct is a l ar g e -s c al e t ot al R N A m et atr a ns cri pt o mi c st u d y – c o m p os e d 
of 3 2 5 G b r R N A s e q u e n c es – t o ass ess  t h e i m p a ct of w o o d as h o n a gri c ult ur al a n d 
f or est s oil mi cr o bi al c o m m u niti es [ 2 5 1]. Du e t o t h e l a c k of bi oi nf or m ati c t o ols a n d 
c o m p ut ati o n al c o nstr ai nts, pr e vi o us r R N A a n al ysis w as p erf or m e d o n a s m all s u bs et 
( 1. 5 milli o n r e a ds) of e a c h s a m pl e [ 2 5 1]. W e r e a n al y z e d t h e f ull d at as et usi n g 
M et a Ri b.  W e o bs er v e d m or e r R N A c o nti gs b ut  si mil ar tr e n ds of ri c h n ess a n d S h a n n o n 
di v ersit y as r e v e al e d b y pr e vi o us a n al ys es . H o w e v er, o ur M et a Ri b -b as e d r e -a n al ysis 
i n di c at e d c o nsi d er a bl y l ess fl u ct u ati o n of di v ersit y i n a gri c ult ur al s oil  s a m pl es . 
M et a Ri b w as als o  a bl e t o r e c o v er m or e r R N A s e q u e n c es a cr oss all d o m ai ns a n d 
c a pt ur e m or e t a x a t h a n pr e vi o us a n al ysis. F or e x a m pl e, w e d et e ct e d f u n g al 
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M u c or o m y c ot a , w hi c h a p p e ars t o b e d o mi n a nt i n hi g h d os e as h c o n c e ntr ati o n at f or est  
s oil , alt h o u g h o v erl o o k e d i n t h e ori gi n al a n al ysis [ 2 5 1]. I n a d diti o n, M et a Ri b c o ul d 
p erf or m t a x o n o m y -i n d e p e n d e nt a b u n d a n c e esti m ati o n t h at w er e n ot p ossi bl e w h e n 
ass e m bli n g r e a ds s a m pl e -b y -s a m pl e. W e o bs er v e d s e v er al i nt er esti n g c orr el ati o ns 
b et w e e n d o mi n a nt c o nti gs a n d m et a d at a :  As a n e x a m pl e, Pr ot e o b a ct eri a  w er e  
u bi q uit o us i n b ot h s oils a n d s h o w e d m or e v ari ati o n i n t h e f or est. F urt h er, 
A ci d o b a ct eri a  w er e d o mi n a nt i n t h e f or est s oil b ut dr o p p e d si g nifi c a ntl y at t h e hi g h est 
as h c o n c e ntr ati o n.  
Still, s o m e c h all e n g es r e m ai n. B ot h E MI R G E a n d c o ns e q u e ntl y M et a Ri b p erf or m b est 
w h e n r e c o nstr u cti n g f ull -l e n gt h c o nti gs si mil ar t o s e q u e n c es r e pr es e nt e d i n t h e 
r ef er e n c e d at a b as e. T h e c o ntr asti n g r es ults of si m ul at e d d at as ets i n di c at e t h at M et a Ri b 
is l ar g el y a p pli c a bl e t o r el ati v el y w ell-c h ar a ct eri z e d e n vir o n m e nts, a n d e m p h as is t h e 
i m p ort a n c e of r ef er e n c e d at a b as e. I n cr e asi n g t h e si z e of r ef er e n c e d at a b as e w o ul d 
a d dr ess t h e iss u e p arti all y, b ut it will als o r es ult i n l o n g er e x e c uti o n ti m e. B esi d es, 
si n c e E MI R G E is li mit e d t o  c o nstr u ct c o nti gs wit h a  m a xi m u m 9 7 % si mil arit y t o e a c h 
ot h er [ 1 5 8], w e r e c o m m e n d t o us e a n o n -r e d u n d a nt r ef er e n c e d at a b as e wit h t hr es h ol d 
si mil ar t o t his.  M or e r e c e nt t o ols s u c h as M A T A M [ 2 2 4] h a v e b e e n  s h o w n t o p erf or m  
b ett er t h a n E MI R G E i n s m all d at as ets, a n d  c o ul d b e c o nsi d er e d as a f urt h er 
i m pr o v e m e nt of M et a Ri b. A n a d v a nt a g e of t ot al R N A m et atr a ns cri pt o mi cs is t o 
esti m at e r el ati v e a b u n d a n c es of r R N A s e q u e n c es as pr o xi es of mi cr o bi al t a x a wit h o ut 
P C R bi as . N ot a bl y , Bl a z wi c z et al. p oi nt e d o ut t h at r R N A s e q u en c es w er e n ot a n 
u n bi as e d esti m at es of n eit h er m et a b oli c a cti vit y n or s p e ci es gr o wt h i n s o m e c as es, 
si n c e r R N A g e n e c o p y n u m b er a n d p att er ns of ri b os o m al tr a ns cri pti o n a n d r et e nti o n 
v ar y b et w e e n s p e ci es [ 2 1 7].  
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4.  C o n cl u di n g r e m ar k s  
A d v a n c es i n s e q u e n ci n g t e c h n ol o g y h as gr e atl y e x p a n d e d o ur u n d erst a n di n g of t h e 
f as ci n ati n g mi cr o bi al  u ni v ers e. T h e st u di es pr es e nt e d i n t his t h e sis a d dr ess t h e 
e xt e nsi v e a p pli c ati o ns a n d c h all e n g es of N G S -b as e d a p pr o a c h es, i n cl u di n g m ar k er  
g e n e, m et a g e n o m i c a n d m et atr a ns cri pt o m i c t e c h ni q u es, i n mi cr o bi o m e r es e ar c h. T h e 
w or k of t his t h esis c o ntri b ut es n o v el i nsi g hts i n c o m m u nit y c o m p ositi o n a n d f u n cti o n al 
p ot e nti al of v ari o us e c os yst e ms , i n cl u di n g h u m a n r es pir at or y tr a ct, p er m afr ost, a n d 
w o o d as h  b y a d dr essi n g bi oi nf or m ati c c h all e n g es a n d s u g g esti n g s ol uti o ns w h e n 
w or ki n g wit h s u c h di v ers e  e n vir o n m e nt.   
T h e st u d y o n h u m a n air w a y mi cr o bi ot a e x pl or es  t h e eff e ct of c o nt a mi n ati o n i n C O P D 
mi cr o bi o m e r es e ar c h, b ot h e x p eri m e nt all y a n d i n sili c o. O ur r es ults u n d ers c or e t h e 
i m p ort a n c e of s a m pli n g m et h o ds a n d or o p h ar y n g e al c o nt a mi n ati o n iss u es, a n d i nf or m 
t h e us e of pr ot e ct e d s p e ci m e n br us h es i n air w a y mi cr o bi ot a. T his  l ar g e-s c al e st u d y 
e x a mi n es t h e st a bilit y of air w a y mi cr o bi ot a o v er ti m e utili zi n g  o pti mi z e d e x p eri m e nt al 
pr ot o c ols  a n d bi oi nf or m ati c w or kfl o ws, d e m o nstr ati n g t h at t h e c o m p ositi o n of air w a y 
mi cr o bi ot a c h a n g es o v erti m e . N o n et h el ess, t h er e s e e m t o e xist a c or e mi cr o bi o m e 
c o m m u nit y . F ut ur e  r es e ar c h s h o ul d f o c us o n i d e ntif yi n g c or e mi cr o bi ot a a n d its 
c orr el ati o n wit h C O P D d e v el o p m e nt wit h ot h er o mi c s t e c h n ol o gi es, as t h e c urr e nt 
st u d y is li mit e d b y  t h e m ar k er g e n e a p pr o a c h.  
Pr e di cti n g t h e m et a b oli c r es p o ns e is o n e of t h e m ai n c h all e n g es n o w a d a ys d u e t o t h e 
e n or m o us di v ersit y a n d c o m pl e xit y  i n mi cr o bi al c o m m u niti es. S oil r e pr es e nts o n e of 
t h e m ost c o m pl e x e n vir o n m e nts a n d t h us v er y c h all e n gi n g t o st u d y. O ur a n al ysis of 
S v al b ar d m et a g e n o mi c s a m pl es pr o v i d es n o v el m et h o ds a n d i nsi g hts f or u n d erst a n di n g 
m et a b oli c f u n cti o n alit y i n p er m afr ost mi cr o bi ot a. T h e M et a g e n o m e Ass e m bl e d 
G e n o m es ( M A Gs)  c e ntri c str at e g y d e v el o p e d h er e e n a bl es us t o f o c us o n g e n o mi c 
c o nti gs wit hi n bi ol o gi c al c o nt e xt, a n d e n a bl es a p pli c ati o n of q u a ntit ati v e c o m p aris o n 
of f u n cti o n al p ot e nti al  wit hi n p at h w a y c o m pl eti o n. O ur r es ults r e v e al n o v el m et a b oli c 
p ot e nti als i n S v al b ar d p er m afr ost M A Gs , es p e ci all y a er o bi c r es p o ns e, i n cl u di n g 
a m m o ni u m , s ulf ur a n d p h os p h at e m et a b olis m t h at h a v e hit h ert o n ot b e e n r e p ort e d i n a 
 
 5 3  
5 3  
p er m afr ost e n vir o n m e nt. F urt h er r es e ar c h c o ul d als o f o c us o n i n v esti g ati n g a er o bi c 
m et a b olis m i n m or e d et ail, i nt e gr ati n g wit h ot h er o mi cs, li k e m et atr a ns cri pt o mi cs, 
w hi c h c o ul d r e v e al f u n cti o n al a cti vit y a n d r es p o ns e i n a m or e dir e ct  f as hi o n.  
r R N A s e q u e n c es i n m et atr a ns cri pt o mi cs  pr o vi d es n o v el i nsi g hts a b o ut t h e str u ct ur al 
i nf or m ati o n of a cti v e mi cr o bi al c o m m u niti es . W e h a v e i m pl e m e nt e d M et a Ri b t o 
e n a bl e r e c o nstr u cti o n of f ull-l e n gt h r R N A c o nti gs fr o m l ar g e-s c al e r R N A 
m et atr a n s cri pt o mi c d at a, a c hi e vi n g  a c o m p ar a bl y effi ci e n c y  a n d a c c ur a c y  i n 
b e n c h m ar k p erf or m a n c e , wit h t h e a d d e d  t a x o n o m y-i n d e p e n d e nt a b u n d a n c e esti m ati o n. 
F urt h er  i m pr o v e m e nts c o ul d i n cl u d e t h e a bilit y t o h a n dl e n o v el r R N A c o nti gs a n d 
u n m a p p e d r e a ds, as c urr e nt v ersi o n of M et a Ri b is still a r ef er e n c e -b as e d a p pr o a c h. 
Alt h o u g h t ot al R N A a n al ysis h as n ot b e e n wi d el y us e d i n mi cr o bi o m e r es e ar c h, w e 
h o p e o ur a p pr o a c h will e n c o ur a g e r es e ar c h ers t o m a k e m or e us e of t h e v al u a bl e r R N A 
s e q u e n c es g e n er at e d, w hi c h e n a bl es a d e e p er u n d erst a n di n g of t h e str u ct ur al 
i nf or m ati o n of mi cr o bi al c o m m u niti es.  
C o n d u cti n g a r o b ust bi oi nf or m ati c a n al ysis i n mi cr o bi o m e r es e ar c h r e q uir es m a n y 
st e ps  a n d hi g h d e gr e e of a c c ur a c y as  t h e c h oi c e of pr o p er a p pr o a c h es a n d p ar a m et ers 
i n e a c h st e p c a n i m p a ct t h e fi n al r es ults a n d t h e bi ol o gi c al i nt er pr et ati o n si g nifi c a ntl y . 
I n t his t h esis w e e x pl or e d t h e b est pr a cti c es t o mi ni n g t h e v al u a bl e i nf or m ati o n fr o m 
c o m pl e x e c os yst e ms, wit h a s p e cifi c f o c us o n p o orl y -c h ar a ct eri z e d a n d l o w -bi o m ass 
e n vir o n m e nts. W e ar e  still l a c ki n g st a n d ar di z e d pr ot o c ols ri g ht n o w t o c o m p ar e  
diff er e nt st u di es, w hi c h is o n e of t h e most ur g e nt t hi n g s t o b e r es ol v e d. M ulti -o mi cs 
i nt e gr ati o n r e pr es e nts a n ot h er a p pr o a c h  i n t his fi el d as t his e n a bl e us t o pr o vi d e a m or e 
c o m pl et e pi ct ur e of t h e w h ol e s yst e m b e y o n d t h e c a p a cit y of a n y si n gl e a p pr o a c h , 
h o w e v er  t h er e is n o “ g ol d e n st a n d ar d ”  c ert ai n m et h o d at pr es e nt d u e t o t h e c h all e n g es  
of i nt e gr ati n g diff er e nt t y p es of d at a . D es pit e t h es e c h all e n g es, I am c o nfi d e nt t h er e 
will b e c o mi n g m or e e x citi n g dis c o v eri es fr o m t h e mi cr o bi o m e r es e ar c h fi el d i n t h e 
f ut ur e, gi v e n  t h e r a pi d d e v el o p m e nt of bi ol o gi c al t e c h n ol o gi es  a n d bi oi nf or m ati cs  
t o ols.  
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Bi bli o gr a p h y  
1.  H a m ar n e h S. M e as uri n g t h e I n visi bl e W orl d. T h e lif e a n d w or ks of A nt o ni v a n 
L e e u w e n h o e k. A. S c hi er b e e k. A b el ar d -S c h u m a n, N e w Y or k, 1 9 5 9. 2 2 3 p p. $ 4. 
S ci e n c e ( 8 0 - ). A m eri c a n Ass o ci ati o n f or t h e A d v a n c e m e nt of S ci e n c e; 
1 9 6 0; 1 3 2: 2 8 9 – 2 9 0. d oi: 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e . 1 3 2. 3 4 2 2. 2 8 9 
2.  A m a n n RI, L u d wi g W, S c hl eif er K H. P h yl o g e n eti c i d e ntifi c ati o n a n d i n sit u 
d et e cti o n of i n di vi d u al mi cr o bi al c ells wit h o ut c ulti v ati o n. Mi cr o bi ol R e v. 
1 9 9 5; 5 9: 1 4 3 – 1 6 9. d oi: 0 1 4 6 -0 7 4 9/ 9 5/ $ 0 4. 0 0 ? 0  
3.  C arr ar o L, M aifr e ni M, B art ol o m e oli I, M arti n o M E, N o v elli E, Fri g o F, et al. 
C o m p aris o n of c ult ur e -d e p e n d e nt a n d -i n d e p e n d e nt m et h o ds f or b a ct eri al 
c o m m u nit y m o nit ori n g d uri n g M o nt asi o c h e es e m a n uf a ct uri n g. R es Mi cr o bi ol. 
Els e vi er M ass o n S A S; 2 0 1 1; 1 6 2: 2 3 1 – 2 3 9. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j.r es mi c. 2 0 1 1. 0 1. 0 0 2  
4.  W o es e C R, F o x G E. P h yl o g e n eti c str u ct ur e of t h e pr o k ar y oti c d o m ai n: T h e 
pri m ar y ki n g d o ms. Pr o c N atl A c a d S ci U S A. 1 9 7 7; 7 4: 5 0 8 8 – 5 0 9 0. 
d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 7 4. 1 1. 5 0 8 8  
5.  Li u W T, M ars h T L, C h e n g H, F or n e y LJ. C h ar a ct eri z ati o n of mi cr o bi al di v ersit y 
b y d et er mi ni n g t er mi n al r estri cti o n fr a g m e nt l e n gt h p ol y m or p his ms of g e n es 
e n c o di n g 1 6 S r R N A. A p pl E n vir o n Mi cr o bi ol. 1 9 9 7; 6 3: 4 5 1 6 – 4 5 2 2.  
6.  Fis c h er S G, L er m a n L S. S e p ar ati o n of r a n d o m fr a g m e nts of D N A a c c or di n g t o 
pr o p erti es of t h eir s e q u e n c es. Pr o c N atl A c a d  S ci. 1 9 8 0; 7 7: 4 4 2 0 – 4 4 2 4. 
d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 7 7. 8. 4 4 2 0  
7.  Ki m D W. R e al ti m e q u a ntit ati v e P C R. E x p M ol M e d. C ol d S pri n g H ar b or 
L a b or at or y Pr ess; 2 0 0 1; 3 3: 1 0 1 – 1 0 9. d oi: 1 0. 1 0 0 6/ m et h. 2 0 0 1. 1 2 6 0  
8.  L a n g er -S af er P R, L e vi n e M, W ar d D C. I m m u n ol o gi c al m et h o ds f or m a p pi n g 
g e n es o n Dr os o p hil a p ol yt e n e c hr o m os o m es. Pr o c N atl A c a d S ci U S A. 
N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es; 1 9 8 2; 7 9: 4 3 8 1 – 4 3 8 5. 
d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 7 9. 1 4. 4 3 8 1  
9.  L o y A, B o dr oss y L. Hi g hl y p ar all el mi cr o bi al di a g n osti cs usi n g oli g o n u cl e oti d e 
mi cr o arr a ys. Cli ni c a C hi mi c a A ct a. 2 0 0 6. p p. 1 0 6 – 1 1 9. 
d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. c c c n. 2 0 0 5. 0 5. 0 4 1  
1 0.  F or b es J D, K n o x N C, R o n h ol m J, P a g ott o F, R ei m er A. M et a g e n o mi cs: T h e 
n e xt c ult ur e -i n d e p e n d e nt g a m e c h a n g er. Fr o nt Mi cr o bi ol. Fr o nti ers; 2 0 1 7; 8: 
1 0 6 9. d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 7. 0 1 0 6 9  
1 1.  Wi l ki ns M H F, St o k es A R, Wils o n H R. M ol e c ul ar str u ct ur e of d e o x y p e nt os e 
n u cl ei c a ci ds. 5 0 Y e ars D N A. N at ur e P u blis hi n g Gr o u p; 2 0 1 6; 1 7 1: 8 4 – 8 6. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 1 3 9 6  
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1 2.  S c h n ei d er G F, D e k k er C. D N A s e q u e n ci n g wit h n a n o p or es. N at Bi ot e c h n ol. 
2 0 1 2; 3 0: 3 2 6 – 3 2 8 . d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 2 1 8 1 
1 3.  M ar g uli es M, E g h ol m M, Alt m a n W E, Atti y a S, B a d er J S, B e m b e n L A, et al. 
G e n o m e s e q u e n ci n g i n mi cr of a bri c at e d hi g h -d e nsit y pi c olitr e r e a ct ors. N at ur e. 
2 0 0 5; 4 3 7: 3 7 6 – 3 8 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 3 9 5 9  
1 4.  N yr e n P, P ett erss o n B, U hl e n M . S oli d P h as e D N A Mi nis e q u e n ci n g b y a n 
E n z y m ati c L u mi n o m etri c I n or g a ni c P yr o p h os p h at e D et e cti o n A ss a y. A n al 
Bi o c h e m. 1 9 9 3; 2 0 8: 1 7 1 – 1 7 5. d oi: 1 0. 1 0 0 6/ a bi o. 1 9 9 3. 1 0 2 4  
1 5.  d e n B a k k er H C, M or e n o S witt AI, G o v o ni G, C u m mi n gs C A, R a ni eri M L, 
D e g ori cij a L, et al. G e n o m e s e q u e n ci n g r e v e als di v ersifi c ati o n of vir ul e n c e 
f a ct or c o nt e nt a n d p ossi bl e h ost a d a pt ati o n i n disti n ct s u b p o p ul ati o ns of 
S al m o n ell a e nt eri c a. B M C G e n o mi cs. Bi o M e d C e ntr al; 2 0 1 1; 1 2: 2 4 5. 
d oi: 1 0. 1 1 8 6/ 1 4 7 1 -2 1 6 4 -1 2 -2 4 5  
1 6.  B e ntl e y D R, B al as u br a m a ni a n S, S w er dl o w H P, S mit h G P, Milt o n J, Br o w n C G, 
et al. A c c ur at e w h ol e h u m a n g e n o m e s e q u e n ci n g usi n g r e v ersi bl e t er mi n at or 
c h e mistr y. N at ur e. 2 0 0 8; 4 5 6: 5 3 – 5 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 7 5 1 7  
1 7.  S h e n d ur e J, B al as u br a m a ni a n S, C h ur c h G M, Gil b ert W, R o g ers J, S c hl oss J A, 
et al. D N A s e q u e n ci n g at 4 0: P ast, pr es e nt a n d f ut ur e. N at ur e. N at ur e P u blis hi n g 
Gr o u p; 2 0 1 7; 5 5 0: 3 4 5 – 3 5 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 2 4 2 8 6  
1 8.  T a n G, O pit z L, S c hl a p b a c h R, R e hr a u er H. L o n g fr a g m e nts a c hi e v e l o w er b as e 
q u alit y i n Ill u mi n a p air e d -e n d s e q u e n ci n g. S ci R e p. 2 0 1 9; 9: 2 8 5 6. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 9 8 -0 1 9 -3 9 0 7 6 - 7 
1 9.  N a k a z at o T, O ht a T, B o n o H. E x p eri m e nt al D esi g n -B as e d F u n cti o n al Mi ni n g 
a n d C h ar a ct eri z ati o n of Hi g h -T hr o u g h p ut S e q u e n ci n g D at a i n t h e S e q u e n c e 
R e a d Ar c hi v e. P L o S O n e. 2 0 1 3; 8. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n a l. p o n e. 0 0 7 7 9 1 0 
2 0.  L e v e n e H J, K orl a c h J, T ur n er S W, F o q u et M, Cr ai g h e a d H G, W e b b W W. Z er o -
m o d e w a v e g ui d es f or si n gl e -m ol e c ul e a n al ysis at hi g h c o n c e ntr ati o ns. S ci e n c e 
( 8 0- ). 2 0 0 3; 2 9 9: 6 8 2– 6 8 6. d oi: 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. 1 0 7 9 7 0 0  
2 1.  R h o a ds A, A u K F. P a c Bi o S e q u e n ci n g a n d Its A p pli c ati o ns. G e n o mi cs, 
Pr ot e o mi cs a n d Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 5. p p. 2 7 8 – 2 8 9. 
d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. g p b. 2 0 1 5. 0 8. 0 0 2  
2 2.  C h erf G M, Li e b er m a n K R, R as hi d H, L a m C E, K ar pl us K, A k es o n M. 
A ut o m at e d f or w ar d a n d r e v ers e r at c h eti n g of D N A i n a n a n o p or e at 5 - Å 
pr e cisi o n. N at Bi ot e c h n ol. 2 0 1 2; 3 0: 3 4 4 – 3 4 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 2 1 4 7  
2 3.  M a gi A, S e m er ar o R, Mi n gri n o A, Gi usti B, D ’A uri zi o R. N a n o p or e s e q u e n ci n g 
d at a a n al ysis: St at e of t h e art, a p pli c ati o ns a n d c h all e n g es. Bri ef Bi oi nf or m. 
2 0 1 7; 1 9: 1 2 5 6 – 1 2 7 2. d oi: 1 0. 1 0 9 3 / bi b/ b b x 0 6 2 
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2 4.  H a n d els m a n J, R o n d o n M R, Br a d y S F, Cl ar d y J, G o o d m a n R M. M ol e c ul ar 
bi ol o gi c al a c c ess t o t h e c h e mistr y of u n k n o w n s oil mi cr o b es: A n e w fr o nti er f or 
n at ur al pr o d u cts. C h e m Bi ol. 1 9 9 8; 5. d oi: 1 0. 1 0 1 6/ S 1 0 7 4 -5 5 2 1( 9 8) 9 0 1 0 8 - 9 
2 5.  R e n R, S u n Y, Z h a o Y, G eis er D, M a H, Z h o u X. P h yl o g e n eti c R es ol uti o n of 
D e e p E u k ar y oti c a n d F u n g al R el ati o ns hi ps Usi n g Hi g hl y C o ns er v e d L o w -C o p y 
N u cl e ar G e n es. G e n o m e Bi ol E v ol. 2 0 1 6; 8: 2 6 8 3 – 2 7 0 1. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ g b e/ e v w 1 9 6  
2 6.  Di B ell a J M, B a o Y, Gl o or G B, B urt o n J P, R ei d G. Hi g h t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g 
m et h o ds a n d a n al ysis f or mi cr o bi o m e r es e ar c h. J Mi cr o bi ol M et h o ds. 2 0 1 3; 9 5: 
4 0 1 – 4 1 4. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. mi m et. 2 0 1 3. 0 8. 0 1 1  
2 7.  Er b -D o w n w ar d J R, T h o m ps o n D L, H a n M K, Fr e e m a n C M, M c Cl os k e y L, 
S c h mi dt L A, et al. A n al ysis of t h e L u n g Mi cr o bi o m e i n t h e “ H e alt h y ” S m o k er 
a n d i n C O P D. B er es will S, e dit or. P L o S O n e. 2 0 1 1; 6: e 1 6 3 8 4. 
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 1 6 3 8 4  
2 8.  L a n z é n A, J ø r g e ns e n S L, B e n gtss o n M M, J o n ass e n I, Ø vr e å s L, Uri c h T. 
E x pl ori n g t h e c o m p ositi o n a n d di v ersit y of mi cr o bi al c o m m u niti es at t h e J a n 
M a y e n h y dr ot h er m al v e nt fi el d usi n g R N A a n d D N A. F E M S Mi cr o bi ol E c ol. 
2 0 1 1; 7 7: 5 7 7 – 5 8 9. d oi: 1 0. 1 1 1 1/j. 1 5 7 4 -6 9 4 1. 2 0 1 1. 0 1 1 3 8. x  
2 9.   Tessl er M, N e u m a n n J S, Afs hi n n e k o o E, Pi n e d a M, H ers c h R, V el h o L F M, et al. 
L ar g e -s c al e diff er e n c es i n mi cr o bi al bi o di v ersit y dis c o v er y b et w e e n 1 6 S 
a m pli c o n a n d s h ot g u n s e q u e n ci n g. S ci R e p. 2 0 1 7; 7: 1 – 1 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 9 8 -
0 1 7 -0 6 6 6 5 - 3 
3 0.  Zi es e m er K A, M a n n  A E, S a n k ar a n ar a y a n a n K, S c hr o e d er H, O z g a A T, Br a n dt 
B W, et al. I ntri nsi c c h all e n g es i n a n ci e nt mi cr o bi o m e r e c o nstr u cti o n usi n g 1 6 S 
r R N A g e n e a m plifi c ati o n. S ci R e p. 2 0 1 5; 5: 1– 1 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/sr e p 1 6 4 9 8  
3 1.  G u pt a S, M ort e ns e n M S, S c hj ø rri n g S, Tri v e di U, V est er g a ar d G, St o k h ol m J, et 
al. A m pli c o n s e q u e n ci n g pr o vi d es m or e a c c ur at e mi cr o bi o m e i nf or m ati o n i n 
h e alt h y c hil dr e n c o m p ar e d t o c ult uri n g. C o m m u n Bi ol. 2 0 1 9; 2: 2 9 1. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 2 0 0 3 -0 1 9 -0 5 4 0 - 1 
3 2.  S alt er SJ, C o x M J, T ur e k E M, C al us S T, C o o ks o n W O, M off att M F, et al. 
R e a g e nt a n d l a b or at or y c o nt a mi n ati o n c a n criti c all y i m p a ct s e q u e n c e -b as e d 
mi cr o bi o m e a n al ys es. B M C Bi ol. 2 0 1 4; 1 2: 1 – 1 2. d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 9 1 5 -0 1 4 -0 0 8 7 -
z 
3 3.  S e g at a N, B o er ni g e n D, Ti c kl e T L, M or g a n X C, G arr ett W S, H utt e n h o w er C. 
C o m p ut ati o n al m et a ’o mi cs f or mi cr o bi al c o m m u nit y st u di es. M ol S yst Bi ol. 
N at ur e P u blis hi n g Gr o u p; 2 0 1 3; 9: 1 – 1 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ ms b. 2 0 1 3. 2 2  
3 4.  P oi n ar H N, S c h w ar z C, Qi J, S h a pir o B, M a c P h e e R D E, B ui g u es B, et al. 
M et a g e n o mi cs t o p al e o g e n o mi cs: L ar g e -s c al e s e q u e n ci n g of  m a m m ot h D N A. 
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S ci e n c e ( 8 0 - ). 2 0 0 6; 3 1 1: 3 9 2– 3 9 4. d oi: 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. 1 1 2 3 3 6 0  
3 5.  T ur n b a u g h PJ, L e y R E, H a m a d y M, Fr as er -Li g g ett C M, K ni g ht R, G or d o n JI. 
T h e H u m a n Mi cr o bi o m e Pr oj e ct. N at ur e. 2 0 0 7. p p. 8 0 4 – 8 1 0. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 6 2 4 4  
3 6.  S u n a g a w a S, C o el h o L P, C h affr o n S, K ulti m a J R, L a b a di e K, S al a z ar G, et al. 
Str u ct ur e a n d f u n cti o n of t h e gl o b al o c e a n mi cr o bi o m e. S ci e n c e ( 8 0 - ). 
2 0 1 5; 3 4 8: 1 2 6 1 3 5 9 – 1 2 6 1 3 5 9. d oi: 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. 1 2 6 1 3 5 9  
3 7.  L o m a n N J, C o nst a nti ni d o u C, C hrist n er M, C h a n J Z M, Q ui c k J, W eir J C, et al. 
A c ult ur e -i n d e p e n d e nt s e q u e n c e-b as e d m et a g e n o mi cs a p pr o a c h t o t h e 
i n v esti g ati o n of a n o ut br e a k of s hi g a-t o xi g e ni c Es c h eri c hi a c oli O 1 0 4: H 4. 
J A M A - J A m M e d Ass o c. 2 0 1 3; 3 0 9: 1 5 0 2 – 1 5 1 0. d oi: 1 0. 1 0 0 1/j a m a. 2 0 1 3. 3 2 3 1  
3 8.  V e nt er J C, R e mi n gt o n K, H ei d e l b er g J F, H al p er n A L, R us c h D, Eis e n J A, et al. 
E n vir o n m e nt al G e n o m e S h ot g u n S e q u e n ci n g of t h e S ar g ass o S e a. S ci e n c e ( 8 0 - 
). 2 0 0 4; 3 0 4: 6 6– 7 4. d oi: 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. 1 0 9 3 8 5 7  
3 9.  T e eli n g H, Gl o c k n er F O. C urr e nt o p p ort u niti es a n d c h all e n g es i n mi cr o bi al 
m et a g e n o m e a n al ysis --a bi oi nf or m ati c p ers p e cti v e. Bri ef Bi oi nf or m. 2 0 1 2; 1 3: 
7 2 8 – 7 4 2. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi b/ b bs 0 3 9  
4 0.  C o mt et -M arr e S, P aris ot N, L e p er c q P, C h a u c h e yr as -D ur a n d F, M os o ni P, 
P e yr et aill a d e E, et al. M et atr a ns cri pt o mi cs R e v e als t h e A cti v e B a ct eri al a n d 
E u k ar y oti c Fi br ol yti c C o m m u niti es i n t h e R u m e n of D air y C o w F e d a Mi x e d 
Di et. Fr o nt Mi cr o bi ol. 2 0 1 7; 8. d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 7. 0 0 0 6 7  
4 1.  B a o G, W a n g M, D o a k T G, Y e Y. Str a n d -s p e cifi c c o m m u nit y R N A -s e q r e v e als 
pr e v al e nt a n d d y n a mi c a ntis e ns e tr a ns cri pti o n i n h u m a n g ut mi cr o bi ot a. Fr o nt 
Mi cr o bi ol. 2 0 1 5; 6. d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 5. 0 0 8 9 6  
4 2.  Uri c h T, L a n z é n A, Qi J, H us o n D H, S c hl e p er C, S c h ust er S C. Si m ult a n e o us 
Ass ess m e nt of S oil Mi cr o bi al C o m m u nit y Str u ct ur e a n d F u n cti o n t hr o u g h 
A n al ysis of t h e M et a -Tr a ns cri pt o m e. W ar d N, e dit or. P L o S O n e. 2 0 0 8; 3: e 2 5 2 7. 
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 0 2 5 2 7  
4 3.  H el bli n g D E, A c k er m a n n M, F e n n er K, K o hl er H P E, J o h ns o n D R. T h e a cti vit y 
l e v el of a mi cr o bi al c o m m u nit y f u n cti o n c a n b e pr e di ct e d fr o m its 
m et atr a ns cri pt o m e. I S M E J. 2 0 1 2; 6: 9 0 2 – 9 0 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8/is m ej. 2 0 1 1. 1 5 8  
4 4.  B as hi ar d es S, Zil b er m a n -S c h a pir a G, Eli n a v E. U s e of m et atr a ns cri pt o mi cs i n 
mi cr o bi o m e r es e ar c h. Bi oi nf or m Bi ol I nsi g hts. 2 0 1 6; 1 0: 1 9 – 2 5. 
d oi: 1 0. 4 1 3 7/ B BI. S 3 4 6 1 0  
4 5.  Q ui n c e C, W al k er A W, Si m ps o n J T, L o m a n NJ, S e g at a  N. C orri g e n d u m: 
S h ot g u n m et a g e n o mi cs, fr o m s a m pli n g t o a n al ysis. N at Bi ot e c h n ol. 2 0 1 7; 3 5: 
1 2 1 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt 1 2 1 7 -1 2 1 1 b  
 
 5 8  
5 8
4 6.  K ni g ht R, Vr b a n a c A, T a yl or B C, A ks e n o v A, C all e w a ert C, D e b eli us J, et al. 
B est pr a cti c es f or a n al ysi n g mi cr o bi o m es. N at R e v Mi cr o bi ol. S pri n g er U S; 
2 0 1 8; 1 6: 4 1 0 – 4 2 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 7 9 -0 1 8 -0 0 2 9 - 9 
4 7.  R e e d er J, K ni g ht R. T h e “ r ar e bi os p h er e” : A r e alit y c h e c k. N at M et h o ds. 2 0 0 9; 6: 
6 3 6 – 6 3 7. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h 0 9 0 9 -6 3 6  
4 8.  A n dr e ws S, Kr u e g er F, S e c o n ds -Pi c h o n A, Bi g gi ns F, Wi n g ett S.  F ast Q C. A 
q u alit y c o ntr ol t o ol f or hi g h t hr o u g h p ut s e q u e n c e d at a. B a br a h a m Bi oi nf or m ati cs 
[I nt er n et]. B a br a h a m I nstit ut e. 2 0 1 5. p. 1. d oi: cit e uli k e-arti cl e -i d: 1 1 5 8 3 8 2 7 
4 9.  G or d o n A, H a n n o n GJ. F ast x -t o ol kit. F A S T Q/ A s h ort-r e a ds pr e-pr o c essi n g 
t o ols. U n p ubl htt p// h a n n o nl a b cs hl e d u/f ast x _ t o ol kit. 2 0 1 0;  
5 0.  Q ui n c e C, L a n z e n A, D a v e n p ort RJ, T ur n b a u g h PJ. R e m o vi n g N ois e Fr o m 
P yr os e q u e n c e d A m pli c o ns. B M C Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 1; 1 2: 3 8. 
d oi: 1 0. 1 1 8 6/ 1 4 7 1 -2 1 0 5 -1 2 -3 8  
5 1.  S c h mi e d er R, E d w ar ds R. Q u alit y c o ntr ol a n d pr e pr o c essi n g of m et a g e n o mi c 
d at as ets. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 1; 2 7: 8 6 3 – 8 6 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ btr 0 2 6  
5 2.  D a vis N M, Pr o ct or Di M, H ol m es S P, R el m a n D A, C all a h a n BJ. Si m pl e 
st atisti c al i d e ntifi c ati o n a n d r e m o v al of c o nt a mi n a nt s e q u e n c es i n m ar k er -g e n e 
a n d m et a g e n o mi cs d at a. Mi cr o bi o m e. Mi cr o bi o m e; 2 0 1 8; 6: 1 – 1 4. 
d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 4 0 1 6 8 -0 1 8 -0 6 0 5 - 2 
5 3.  K ni g hts D, K u c z y ns ki J, C h arls o n E S, Z a n e v el d J, M o z er M C, C oll m a n R G, et 
al. B a y esi a n c o m m u nit y -wi d e c ult ur e -i n d e p e n d e nt mi cr o bi al s o ur c e tr a c ki n g. 
N at M et h o ds. 2 0 1 1; 8: 7 6 1 – 7 6 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 1 6 5 0  
5 4.  E d g ar R C, H a as BJ, Cl e m e nt e J C, Q ui n c e C, K ni g ht R. U C HI M E i m pr o v es 
s e nsiti vit y a n d s p e e d of c hi m er a d et e cti o n. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 1; 2 7: 2 1 9 4 – 2 2 0 0. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ btr 3 8 1  
5 5.  H a as BJ, G e v ers D, E arl A M, F el d g ar d e n M, W ar d D V., Gi a n n o u k os G, et  al. 
C hi m eri c 1 6 S r R N A s e q u e n c e f or m ati o n a n d d et e cti o n i n S a n g er a n d 4 5 4 -
p yr os e q u e n c e d P C R a m pli c o ns. G e n o m e R es. 2 0 1 1; 2 1: 4 9 4 – 5 0 4. 
d oi: 1 0. 1 1 0 1/ gr. 1 1 2 7 3 0. 1 1 0  
5 6.  C a p or as o J G, K u c z y ns ki J, St o m b a u g h J, Bitti n g er K, B us h m a n F D, C ost ell o 
E K, et al. QII M E al l o w s a n al ysis of hi g h-t hr o u g h p ut c o m m u nit y s e q u e n ci n g 
d at a. N at M et h o ds. 2 0 1 0; 7: 3 3 5 – 3 3 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h.f. 3 0 3  
5 7.  S c hl oss P D, W est c ott S L, R y a bi n T, H all J R, H art m a n n M, H ollist er E B, et al. 
I ntr o d u ci n g m ot h ur: O p e n-s o ur c e, pl atf or m -i n d e p e n d e nt, c o m m unit y -s u p p ort e d 
s oft w ar e f or d es cri bi n g a n d c o m p ari n g mi cr o bi al c o m m u niti es. A p pl E n vir o n 
Mi cr o bi ol. 2 0 0 9; 7 5: 7 5 3 7 – 7 5 4 1. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ A E M. 0 1 5 4 1 -0 9  
5 8.  Wri g ht E S, Yil m a z L S, N o g u er a D R. D E CI P H E R, a S e ar c h -B as e d A p pr o a c h t o 
 
 5 9  
5 9  
C hi m er a I d e ntifi c ati o n f or 1 6 S r R N A  S e q u e n c es. A p pl E n vir o n Mi cr o bi ol. 
2 0 1 2; 7 8: 7 1 7 – 7 2 5. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ A E M. 0 6 5 1 6 -1 1  
5 9.  C h e n W, Z h a n g C K, C h e n g Y, Z h a n g S, Z h a o H. A C o m p aris o n of M et h o ds f or 
Cl ust eri n g 1 6 S r R N A S e q u e n c es i nt o O T Us. C asir a g hi M, e dit or. P L o S O n e. 
2 0 1 3; 8: e 7 0 8 3 7. d oi: 1 0. 1 3 7 1/ j o ur n al. p o n e. 0 0 7 0 8 3 7 
6 0.  C ar us o V, S o n g X, As q uit h M, K arst e ns L. P erf or m a n c e of Mi cr o bi o m e 
S e q u e n c e I nf er e n c e M et h o ds i n E n vir o n m e nts wit h V ar yi n g Bi o m ass. Gi b b o ns 
S M, e dit or. m S yst e ms. 2 0 1 9; 4. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ m S yst e ms. 0 0 1 6 3 -1 8  
6 1.  C all a h a n BJ, M c M ur di e PJ,  H ol m es S P. E x a ct s e q u e n c e v ari a nts s h o ul d r e pl a c e 
o p er ati o n al t a x o n o mi c u nits i n m ar k er -g e n e d at a a n al ysis. I S M E J. 2 0 1 7; 1 1: 
2 6 3 9 – 2 6 4 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/is m ej. 2 0 1 7. 1 1 9  
6 2.  N e ari n g J T, D o u gl as G M, C o m e a u A M, L a n gill e M GI. D e n oisi n g t h e 
D e n ois ers: a n i n d e p e n d e n t e v al u ati o n of mi cr o bi o m e s e q u e n c e err or-c orr e cti o n 
a p pr o a c h es. P e erJ. 2 0 1 8; 6: e 5 3 6 4. d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 5 3 6 4  
6 3.  A mir A, M c D o n al d D, N a v as -M oli n a J A, K o p yl o v a E, M ort o n J T, Z e c h X u Z, 
et al. D e bl ur R a pi dl y R es ol v es Si n gl e -N u cl e oti d e C o m m u nit y S e q u e n c e 
P a tt er ns. Gil b ert J A, e dit or. m S yst e m s. 2 0 1 7; 2. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ m s yst e m s. 0 0 1 9 1-1 6  
6 4.  C all a h a n BJ, M c M ur di e PJ, R os e n M J, H a n A W, J o h ns o n AJ A, H ol m es S P. 
D A D A 2: Hi g h -r es ol uti o n s a m pl e i nf er e n c e fr o m Ill u mi n a a m pli c o n d at a. N at 
M et h o ds. 2 0 1 6; 1 3: 5 8 1 – 5 8 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 3 8 6 9  
6 5.  Pr o d a n A, Tr e m ar oli V, Br oli n H, Z wi n d er m a n A H, Ni e u w d or p M, L e vi n E. 
C o m p ari n g bi oi nf or m ati c pi p eli n es f or mi cr o bi al 1 6 S r R N A a m pli c o n 
s e q u e n ci n g. S e o J -S, e dit or. P L o S O n e. 2 0 2 0; 1 5: e 0 2 2 7 4 3 4. 
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 2 2 7 4 3 4  
6 6.  M a h é F, R o g n es T, Q ui n c e C, d e V ar g as C, D u nt h or n M. S w ar m: R o b ust a n d 
f ast cl ust eri n g m et h o d f or a m pli c o n-b as e d st u di es. P e erJ. 2 0 1 4; 
d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 5 9 3  
6 7.  M a h é F, R o g n es T, Q ui n c e C, d e V ar g as C, D u nt h or n M. S w ar m v 2: hi g hl y -
s c al a bl e a n d hi g h -r es ol uti on a m pli c o n cl ust eri n g. P e erJ. 2 0 1 5; 3: e 1 4 2 0. 
d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 4 2 0  
6 8.  Q u ast C, Pr u ess e E, Yil m a z P, G er k e n J, S c h w e er T, Y ar z a P, et al. T h e SI L V A 
ri b os o m al R N A g e n e d at a b as e pr oj e ct: i m pr o v e d d at a pr o c essi n g a n d w e b-b as e d 
t o ols. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 2; 4 1: D 5 9 0– D 5 9 6. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g ks 1 2 1 9  
6 9.  D e S a ntis T Z, H u g e n h olt z P, L ars e n N, R oj as M, Br o di e E L, K ell er K, et al. 
Gr e e n g e n es, a c hi m er a -c h e c k e d 1 6 S r R N A g e n e d at a b as e a n d w or k b e n c h 
c o m p ati bl e wit h A R B. A p pl E n vir o n Mi cr o bi ol. 2 0 0 6; 7 2: 5 0 6 9 – 5 0 7 2. 
d oi: 1 0. 1 1 2 8/ A E M. 0 3 0 0 6 -0 5  
 
 6 0  
6 0
7 0.  C ol e J R, W a n g Q, C ar d e n as E, Fis h J, C h ai B, F arris RJ, et al. T h e Ri b os o m al 
D at a b as e Pr oj e ct: I m pr o v e d ali g n m e nts a n d n e w t o ols f or r R N A a n al ysis. 
N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 0 9; 3 7. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k n 8 7 9  
7 1.  B al v o č i ut e M, H us o n D H. SI LV A, R D P, Gr e e n g e n es, N C BI a n d O T T - h o w d o 
t h es e t a x o n o mi es c o m p ar e ? B M C G e n o mi cs. 2 0 1 7; 1 8. d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 8 6 4-0 1 7 -
3 5 0 1 - 4 
7 2.  B ol y e n E, Ri d e o ut J R, Dill o n M R, B o k uli c h N A, A b n et C C, Al -G h alit h G A, et 
al. A ut h or C orr e cti o n: R e pr o d u ci bl e, i nt er a cti v e, s c al a bl e a n d e xt e nsi bl e 
mi cr o bi o m e d at a s ci e n c e usi n g QII M E 2. N at Bi ot e c h n ol. 2 0 1 9; 3 7: 1 0 9 1 – 1 0 9 1. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 7 -0 1 9 -0 2 5 2 - 6 
7 3.  M ati as R o dri g u es J F, S c h mi dt T S B, T a c k m a n n J, V o n M eri n g C. M A Ps e q: 
Hi g hl y effi ci e nt k -m er s e ar c h wit h c o nfi d e n c e esti m at es, f o r r R N A s e q u e n c e 
a n al ysis. Bir ol I, e dit or. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 7; 3 3: 3 8 0 8 – 3 8 1 0. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt x 5 1 7  
7 4.  Al m ei d a A, Mit c h ell A L, T ar k o ws k a A, Fi n n R D. B e n c h m ar ki n g t a x o n o mi c 
assi g n m e nts b as e d o n 1 6 S r R N A g e n e pr ofili n g of t h e mi cr o bi ot a fr o m 
c o m m o nl y s a m pl e d e n vir o n m e nts. Gi g as ci e n c e. O xf or d U ni v ersit y Pr ess; 
2 0 1 8; 7: 1 – 1 0. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ gi g as ci e n c e/ gi y 0 5 4  
7 5.  M cI nt yr e A B R, O u nit R, Afs hi n n e k o o E, Prill RJ, H é n aff E, Al e x a n d er N, et al. 
C o m pr e h e nsi v e b e n c h m ar ki n g a n d e ns e m bl e a p pr o a c h es f or m et a g e n o mi c 
cl assifi ers. G e n o m e Bi ol. 2 0 1 7; 1 8. d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 3 0 5 9 -0 1 7 -1 2 9 9 - 7 
7 6.  E w els P, M a g n uss o n M, L u n di n S, K ä ll er M. M ulti Q C: S u m m ari z e a n al ysis 
r es ults f or m ulti pl e t o ols a n d s a m pl es i n a si n gl e r e p ort. Bi oi nf or m ati cs. 
2 0 1 6; 3 2: 3 0 4 7 – 3 0 4 8. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt w 3 5 4  
7 7.  Wi n g ett S W, A n dr e w s S. F ast Q S cr e e n: A t o ol f or m ulti -g e n o m e m a p pi n g a n d 
q u alit y c o ntr ol. F 1 0 0 0 R es e ar c h. 2 0 1 8; 7: 1 3 3 8. 
d oi: 1 0. 1 2 6 8 8/f 1 0 0 0r es e ar c h. 1 5 9 3 1. 2  
7 8.  B us h n ell B. B B T o ols - D O E J oi nt G e n o m e I nstit ut e [I nt er n et]. 2 0 1 4 [ cit e d  3 S e p 
2 0 1 9]. A v ail a bl e: htt ps://j gi. d o e. g o v/ d at a -a n d -
t o ols/ b bt o ols/ % 0 A htt p://s o ur c ef or g e. n et/ pr oj e cts/ b b m a p/ 
7 9.  Cr us o e M R, Al a m el di n H F, A w a d S, B o u c h er E, C al d w ell A, C art wri g ht R, et 
al. T h e k h m er s oft w ar e p a c k a g e: e n a bli n g effi ci e nt n u cl e oti d e s e q u e n c e a n al ysis. 
F 1 0 0 0 R es e ar c h. 2 0 1 5; 4: 9 0 0. d oi: 1 0. 1 2 6 8 8/f 1 0 0 0r es e ar c h. 6 9 2 4. 1  
8 0.  M y ers Jr E W. A hist or y of D N A s e q u e n c e ass e m bl y. it - I nf T e c h n ol. 2 0 1 6; 5 8. 
d oi: 1 0. 1 5 1 5/itit -2 0 1 5 -0 0 4 7  
8 1.  M y ers E W, S utt o n G G, D el c h er A L, D e w I M, F as ul o D P, Fl a ni g a n M J, et al. A 
w h ol e -g e n o m e ass e m bl y of Dr os o p hil a. S ci e n c e ( 8 0 - ). 2 0 0 0; 2 8 7: 2 1 9 6– 2 2 0 4. 
d oi: 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. 2 8 7. 5 4 6 1. 2 1 9 6  
 
 6 1  
6 1  
8 2.  M y ers E W. T h e fr a g m e nt ass e m bl y stri n g gr a p h. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 0 5; 2 1. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bti 1 1 1 4  
8 3.  P e v z n er P A, T a n g H, W at er m a n M S. A n E ul eri a n p at h a p pr o a c h t o D N A 
fr a g m e nt ass e m bl y. Pr o c N atl A c a d S ci U S A. 2 0 0 1; 9 8: 9 7 4 8– 9 7 5 3. 
d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 1 7 1 2 8 5 0 9 8  
8 4.  P e n g Y, L e u n g H C M, Yi u S M, C hi n F Y L. M et a -I D B A: A d e N o v o ass e m bl er 
f or m et a g e n o mi c d at a. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 1; 2 7: i 9 4– i 1 0 1. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ btr 2 1 6  
8 5.  P e n g Y, L e u n g H C M, Yi u S M, C hi n F Y L. I D B A -U D: A d e n o v o ass e m bl er f or 
si n gl e -c ell a n d m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g d at a wit h hi g hl y u n e v e n d e pt h. 
Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 2; 2 8: 1 4 2 0 – 1 4 2 8. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bts 1 7 4  
8 6.  Afi a h a y ati, S at o K, S a k a ki b ar a Y. M et a V el v et -S L: A n e xt e nsi o n of t h e V el v et 
ass e m bl er t o a d e n o v o m et a g e n o mi c ass e m bl er utili zi n g s u p er vis e d l e ar ni n g. 
D N A R es. 2 0 1 5; 2 2: 6 9 – 7 7. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ d n ar es/ ds u 0 4 1  
8 7.  Li D, Li u C M, L u o R, S a d a k a n e K, L a m T W. M E G A HI T: A n ultr a -f ast si n gl e-
n o d e s ol uti o n f or l ar g e a n d c o m pl e x m et a g e n o mi cs ass e m bl y vi a s u c ci n ct d e 
Br uij n gr a p h. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 5; 3 1: 1 6 7 4 – 1 6 7 6. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt v 0 3 3  
8 8.  N ur k  S, M el es h k o D, K or o b e y ni k o v A, P e v z n er P A. M et a S P A d es: A n e w 
v ers atil e m et a g e n o mi c ass e m bl er. G e n o m e R es. 2 0 1 7; 2 7: 8 2 4 – 8 3 4. 
d oi: 1 0. 1 1 0 1/ gr. 2 1 3 9 5 9. 1 1 6  
8 9.  S c z yr b a A, H of m a n n P, B el m a n n P, K osli c ki D, J a nss e n S, Dr ö g e J, et al. 
Criti c al Ass ess m e nt of M et a g e n o m e I nt er pr et ati o n - A b e n c h m ar k of 
m et a g e n o mi cs s oft w ar e. N at M et h o ds. 2 0 1 7; 1 4: 1 0 6 3 – 1 0 7 1. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 4 4 5 8  
9 0.  Q ui n c e C, W al k er A W, Si m ps o n J T, L o m a n NJ, S e g at a N. C orri g e n d u m: 
S h ot g u n m et a g e n o mi cs, fr o m s a m pli n g t o a n al ysis [I nt er n et]. N at ur e 
b i ot e c h n ol o g y. N at ur e P u blis hi n g Gr o u p; 2 0 1 7. p. 1 2 1 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt 1 2 1 7-
1 2 1 1 b  
9 1.  K arli n S, Mr á z e k J, C a m p b ell A M. C o m p ositi o n al bi as es of b a ct eri al g e n o m es 
a n d e v ol uti o n ar y i m pli c ati o ns. J B a ct eri ol. 1 9 9 7; 1 7 9: 3 8 9 9 – 3 9 1 3. 
d oi: 1 0. 1 1 2 8/j b. 1 7 9. 1 2. 3 8 9 9 -3 9 1 3 . 1 9 9 7 
9 2.  K a n g D D, Fr o ul a J, E g a n R, W a n g Z. M et a B A T, a n effi ci e nt t o ol f or a c c ur at el y 
r e c o nstr u cti n g si n gl e g e n o m es fr o m c o m pl e x mi cr o bi al c o m m u niti es. P e erJ. 
2 0 1 5; 2 0 1 5: e 1 1 6 5. d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 1 6 5  
9 3.  W u Y W, Si m m o ns B A, Si n g er S W. M a x Bi n 2. 0: A n a ut o m at e d bi n ni n g 
al g orit h m t o r e c o v er g e n o m es fr o m m ulti pl e m et a g e n o mi c d at as ets. 
Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 6; 3 2: 6 0 5 – 6 0 7. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt v 6 3 8  
 
 6 2  
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9 4.  Al b erts e n M, H u g e n h olt z P, S k ars h e ws ki A, Ni els e n K L, T ys o n G W, Ni els e n 
P H. G e n o m e s e q u e n c es of r ar e, u n c ult ur e d b a ct eri a o bt ai n e d b y diff er e nti al 
c o v er a g e bi n ni n g of m ulti pl e m et a g e n o m es. N at Bi ot e c h n ol. 2 0 1 3; 3 1: 5 3 3 – 5 3 8. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 2 5 7 9  
9 5.  Al n e b er g J, Bj ar n as o n B S, D e Br uij n I, S c hir m er M, Q ui c k J, Ij a z U Z, et al. 
Bi n ni n g m et a g e n o mi c c o nti gs b y c o v e r a g e a n d c o m p ositi o n. N at M et h o ds. 
2 0 1 4; 1 1: 1 1 4 4 – 1 1 4 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 3 1 0 3  
9 6.  I m elf ort M, P ar ks D, W o o d cr oft BJ, D e n nis P, H u g e n h olt z P, T ys o n G W. 
Gr o o p M: A n a ut o m at e d t o ol f or t h e r e c o v er y of p o p ul ati o n g e n o m es fr o m 
r el at e d m et a g e n o m es. P e erJ. 2 0 1 4; 20 1 4: e 6 0 3. d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 6 0 3  
9 7.  Si e b er C M K, Pr o bst A J, S h arr ar A, T h o m as B C, H ess M, Tri n g e S G, et al. 
R e c o v er y of g e n o m es fr o m m et a g e n o m es vi a a d er e pli c ati o n, a g gr e g ati o n a n d 
s c ori n g str at e g y. N at Mi cr o bi ol. S pri n g er U S; 2 0 1 8; 3: 8 3 6 – 8 4 3. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 6 4 -0 1 8 -0 1 7 1 - 1 
9 8.  P ar ks D H, I m elf ort M, S k e n n ert o n C T, H u g e n h olt z P, T ys o n G W. C h e c k M: 
Ass essi n g t h e q u alit y of mi cr o bi al g e n o m es r e c o v er e d fr o m is ol at es, si n gl e c ells, 
a n d m et a g e n o m es. G e n o m e R es. 2 0 1 5; 2 5: 1 0 4 3 – 1 0 5 5. 
d oi: 1 0. 1 1 0 1/ gr. 1 8 6 0 7 2. 1 1 4  
9 9.  B o w ers R M, K yr pi d es N C, St e p a n a us k as R, H ar m o n -S mit h M, D o u d D, R e d d y 
T B K, et al. Mi ni m u m i nf or m ati o n a b o ut a si n gl e a m plifi e d g e n o m e ( MI S A G) 
a n d a m et a g e n o m e -ass e m bl e d g e n o m e ( MI M A G) of b a ct eri a a n d ar c h a e a. N at 
Bi ot e c h n ol. 2 0 1 7; 3 5: 7 2 5 – 7 3 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 3 8 9 3  
1 0 0.  R h o M, T a n g H, Y e Y. Fr a g G e n e S c a n: pr e di cti n g g e n es i n s h ort a n d err or -pr o n e 
r e a ds. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 0; 3 8: e 1 9 1– e 1 9 1. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k q 7 4 7  
1 0 1.  H off KJ. T h e eff e ct of s e q u e n ci n g err ors o n m et a g e n o mi c g e n e pr e di cti o n. B M C 
G e n o mi cs. 2 0 0 9; d oi: 1 0. 1 1 8 6/ 1 4 7 1 -2 1 6 4 -1 0 -5 2 0  
1 0 2.  K ell e y D R, Li u B, D el c h er A L, P o p M, S al z b er g S L. G e n e pr e di cti o n wit h 
Gli m m er f or m et a g e n o mi c s e q u e n c es a u g m e nt e d b y cl assifi c ati o n a n d 
cl ust eri n g. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 2; d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g kr 1 0 6 7  
1 0 3.  H y att D, L o c as ci o P F, H a us er LJ, U b er b a c h er E C. G e n e a n d tr a nsl ati o n 
i niti ati o n sit e pr e di cti o n i n m et a g e n o mi c s e q u e n c es. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 2; 2 8: 
2 2 2 3 – 2 2 3 0. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bts 4 2 9  
1 0 4.  Z h u W, L o m s a d z e A, B or o d o vs k y M. A b i niti o g e n e i d e ntifi c ati o n i n 
m et a g e n o mi c s e q u e n c es. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 0; d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k q 2 7 5  
1 0 5.  H off KJ, Li n g n er T, M ei ni c k e P, T e c h M. Or p h eli a: pr e di cti n g g e n es i n 
m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g r e a ds. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 0 9; 3 7: W 1 0 1 – W 1 0 5. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k p 3 2 7  
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1 0 6.  S e e m a n n T. Pr o k k a : R a pi d pr o k ar y oti c g e n o m e a n n ot ati o n. Bi oi nf or m ati cs. 
2 0 1 4; d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt u 1 5 3  
1 0 7.  Al -Ajl a n A, El All ali A. F e at ur e s el e cti o n f or g e n e pr e di cti o n i n m et a g e n o mi c 
fr a g m e nts. Bi o D at a Mi n. 2 0 1 8; d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 3 0 4 0-0 1 8 -0 1 7 0 - z 
1 0 8.  Alts c h ul S F, Gis h W, Mill er W, M y ers E W, Li p m a n DJ. B asi c l o c al ali g n m e nt 
s e ar c h t o ol. J M ol Bi ol. 1 9 9 0; 2 1 5: 4 0 3 – 4 1 0. d oi: 1 0. 1 0 1 6/ S 0 0 2 2 -2 8 3 6( 0 5) 8 0 3 6 0 -
2 
1 0 9.  W o o d D E, S al z b er g S L. Kr a k e n: Ultr af ast m et a g e n o mi c s e q u e n c e cl assifi c ati o n 
usi n g e x a ct ali g n m e nts . G e n o m e Bi ol. 2 0 1 4; 1 5. d oi: 1 0. 1 1 8 6/ g b-2 0 1 4 -1 5 - 3-r 4 6 
1 1 0.  W o o d D E, L u J, L a n g m e a d B. I m pr o v e d m et a g e n o mi c a n al ysis wit h Kr a k e n 2. 
bi o R xi v. C ol d S pri n g H ar b or L a b or at or y; 2 0 1 9; 7 6 2 3 0 2. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 7 6 2 3 0 2  
1 1 1.  Br eit wi es er F P, B a k er D N, S al z b er g S L. Kr a k e n U ni q: c o nfi d e nt a n d f ast 
m et a g e n o mi cs cl assifi c ati o n usi n g u ni q u e k -m er c o u nts. G e n o m e Bi ol. Bi o M e d 
C e ntr al; 2 0 1 8; 1 9: 1 9 8. d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 3 0 5 9 -0 1 8 -1 5 6 8 - 0 
1 1 2.  L u J, Br eit wi es er F P, T hi el e n P, S al z b er g S L. Br a c k e n: esti m ati n g s p e ci es 
a b u n d a n c e i n m et a g e n o mi c s d at a. P e erJ C o m p ut S ci. P e erJ I n c.; 2 0 1 7; 3: e 1 0 4. 
d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj -cs. 1 0 4  
1 1 3.  O u nit R, W a n a m a k er S, Cl os e TJ, L o n ar di S. C L A R K: f ast a n d a c c ur at e 
cl assifi c ati o n of m et a g e n o mi c a n d g e n o mi c s e q u e n c es usi n g dis cri mi n ati v e k -
m ers. B M C G e n o mi cs. Bi o M e d C e n tr al; 2 0 1 5; 1 6: 2 3 6. d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 8 6 4-0 1 5 -
1 4 1 9 - 2 
1 1 4.  O u nit R, L o n ar di S. Hi g h er cl assifi c ati o n s e nsiti vit y of s h ort m et a g e n o mi c r e a ds 
wit h C L A R K - S . Bi oi nf or m ati cs. N ar ni a; 2 0 1 6; 3 2: 3 8 2 3– 3 8 2 5. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt w 5 4 2  
1 1 5.  Ai ns w ort h D, St er n b er g M J E, R a c z y C, B ut c h er S A. k -S L A M: a c c ur at e a n d 
ultr a -f ast t a x o n o mi c cl assifi c ati o n a n d g e n e i d e ntifi c ati o n f or l ar g e m et a g e n o mi c 
d at a s ets. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 6; g k w 1 2 4 8. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k w 1 2 4 8  
1 1 6.  Ki m D, S o n g L, Br eit wi es er F P, S al z b er g S L. C e ntrif u g e: R a pi d a n d s e nsiti v e 
cl assifi c ati o n of m et a g e n o mi c s e q u e n c es. G e n o m e R es. 2 0 1 6; 
d oi: 1 0. 1 1 0 1/ gr. 2 1 0 6 4 1. 1 1 6  
1 1 7.  Y e S H, Si d dl e KJ, P ar k DJ, S a b eti P C. B e n c h m ar ki n g M et a g e n o mi cs T o ols f o r 
T a x o n o mi c Cl assifi c ati o n. C ell. Els e vi er I n c.; 2 0 1 9; 1 7 8: 7 7 9 – 7 9 4. 
d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 9. 0 7. 0 1 0  
1 1 8.  B u c hfi n k B, Xi e C, H us o n D H. F ast a n d s e nsiti v e pr ot ei n ali g n m e nt usi n g 
DI A M O N D. N at M et h o ds. 2 0 1 5; 1 2: 5 9 – 6 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 3 1 7 6  
1 1 9.  M e n z el P, N g  K L, Kr o g h A. F ast a n d s e nsiti v e t a x o n o mi c cl assifi c ati o n f or 
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m et a g e n o mi cs wit h K aij u. N at C o m m u n. 2 0 1 6; 7: 1 1 2 5 7. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n c o m ms 1 1 2 5 7  
1 2 0.  A b u b u c k er S, S e g at a N, G oll J, S c h u b ert A M, I z ar d J, C a nt ar el B L, et al. 
M et a b oli c R e c o nstr u cti o n f or M et a g e n o mi c D at a a n d Its A p pli c ati o n t o t h e 
H u m a n Mi cr o bi o m e. Eis e n J A, e dit or. P L o S C o m p ut Bi ol. 2 0 1 2; 8: e 1 0 0 2 3 5 8. 
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 2 3 5 8  
1 2 1.  Fr a n z os a E A, M cI v er LJ, R a h n a v ar d G, T h o m ps o n L R, S c hir m er M, W ei n g art 
G, et al. S p e ci es -l e v el f u n cti o n al pr ofili n g of m et a g e n o m es a n d 
m et atr a ns cri pt o m es. N at M et h o ds. S pri n g er U S; 2 0 1 8; 1 5: 9 6 2 – 9 6 8. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 9 2 -0 1 8 -0 1 7 6 - y 
1 2 2.   O’L e ar y N A, Wri g ht M W, Brist er J R, Ci uf o S, H a d d a d D, M c V ei g h R, et al. 
R ef er e n c e s e q u e n c e ( R ef S e q) d at a b as e at N C BI: c urr e nt st at us , t a x o n o mi c 
e x p a nsi o n, a n d f u n cti o n al a n n ot ati o n. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 6; 4 4: D 7 3 3 – D 7 4 5. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k v 1 1 8 9  
1 2 3.  S u z e k B E, H u a n g H, M c G ar v e y P, M a z u m d er R, W u C H. U ni R ef: 
c o m pr e h e nsi v e a n d n o n -r e d u n d a nt U ni Pr ot r ef er e n c e cl ust ers. Bi oi nf or m ati cs. 
2 0 0 7; 2 3: 1 2 8 2 – 1 2 8 8. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt m 0 9 8  
1 2 4.  Pr est at E, D a vi d M M, H ult m a n J, T a ş N, L a m e n d ell a R, D v or ni k J, et al. F O A M 
( F u n cti o n al O nt ol o g y Assi g n m e nts f or M et a g e n o m es): a Hi d d e n M ar k o v M o d el 
( H M M) d at a b as e wit h e n vir o n m e nt al f o c us. N u cl ei c Aci ds R es. 2 0 1 4; 4 2: e 1 4 5 –
e 1 4 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k u 7 0 2  
1 2 5.  Ar n dt D, Gr a nt J R, M ar c u A, S aj e d T, P o n A, Li a n g Y, et al. P H A S T E R: a 
b ett er, f ast er v ersi o n of t h e P H A S T p h a g e s e ar c h t o ol. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 6; 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k w 3 8 7  
1 2 6.  Gi bs o n M K, F ors b e r g KJ, D a nt as G. I m pr o v e d a n n ot ati o n of a nti bi oti c 
r esist a n c e d et er mi n a nts r e v e als mi cr o bi al r esist o m es cl ust er b y e c ol o g y. I S M E J. 
2 0 1 5; 9: 2 0 7 – 2 1 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8/is m ej. 2 0 1 4. 1 0 6  
1 2 7.  Bli n K, S h a w S, St ei n k e K, Vill e br o R, Zi e m ert N, L e e S Y, et al. a nti S M A S H  
5. 0: u p d at es t o t h e s e c o n d ar y m et a b olit e g e n o m e mi ni n g pi p eli n e. N u cl ei c A ci ds 
R es. 2 0 1 9; 4 7: W 8 1 – W 8 7. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k z 3 1 0  
1 2 8.  Pr a k as h T, T a yl or T D. F u n cti o n al assi g n m e nt of m et a g e n o mi c d at a: C h all e n g es 
a n d a p pli c ati o ns. Bri ef Bi oi nf or m. 2 0 1 2; d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi b/ b bs 0 3 3  
1 2 9.  L et u ni c I, B or k P. 2 0 y e ars of t h e S M A R T pr ot ei n d o m ai n a n n ot ati o n r es o ur c e. 
N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 8; 4 6: D 4 9 3 – D 4 9 6. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k x 9 2 2  
1 3 0.  B at e m a n A. U ni Pr ot: a w orl d wi d e h u b of pr ot ei n k n o wl e d g e. N u cl ei c A ci ds R es. 
2 0 1 9; 4 7: D 5 0 6 – D 5 1 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k y 1 0 4 9  
1 3 1.  F a n g G, B h ar d w aj N, R o bil ott o R, G erst ei n M B. G etti n g St art e d i n G e n e 
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Ort h ol o g y a n d F u n cti o n al A n al ysis. Tr o y a ns k a y a O, e dit or. P L o S C o m p ut Bi ol. 
2 0 1 0; 6: e 1 0 0 0 7 0 3. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 0 7 0 3  
1 3 2.  T at us o v R L. T h e  C O G d at a b as e: a t o ol f or g e n o m e -s c al e a n al ysis of pr ot ei n 
f u n cti o ns a n d e v ol uti o n. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 0 0; 2 8: 3 3– 3 6. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ 2 8. 1. 3 3  
1 3 3.  J e ns e n LJ, J uli e n P, K u h n M, v o n M eri n g C, M ull er J, D o er ks T, et al. e g g N O G: 
a ut o m at e d c o nstr u cti o n a n d a n n ot ati o n of ort h ol o g o us gr o u ps of g e n es. N u cl ei c 
A ci ds R es. 2 0 0 7; 3 6: D 2 5 0 – D 2 5 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k m 7 9 6  
1 3 4.  K a n e his a M. K E G G: K y ot o E n c y cl o p e di a of G e n es a n d G e n o m es. N u cl ei c 
A ci ds R es. 2 0 0 0; 2 8: 2 7 – 3 0. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ 2 8. 1. 2 7  
1 3 5.  O v er b e e k R, Ols o n R, P us c h G D, Ols e n GJ, D a vis JJ, Dis z T, et al. T h e S E E D 
a n d t h e R a pi d A n n ot ati o n of mi cr o bi al g e n o m es usi n g S u bs yst e ms T e c h n ol o g y 
( R A S T). N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 4; 4 2: D 2 0 6– D 2 1 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g kt 1 2 2 6  
1 3 6.  G e n e O nt ol o g y C o ns orti u m. T h e G e n e O nt ol o g y ( G O) d at a b as e a n d i nf or m ati cs 
r es o ur c e. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 0 4; 3 2: 2 5 8 D – 2 6 1. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k h 0 3 6  
1 3 7.  Fi n n R D, B at e m a n A, Cl e m e nts J, C o g gill P, E b er h ar dt R Y, E d d y S R, et al. 
Pf a m: t h e pr ot ei n f a mili es d at a b as e. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 4 ; 4 2: D 2 2 2– D 2 3 0. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g kt 1 2 2 3  
1 3 8.  M ar c hl er -B a u er A, L u S, A n d ers o n J B, C hits a z F, D er b ys hir e M K, D e W e es e -
S c ott C, et al. C D D: a C o ns er v e d D o m ai n D at a b as e f or t h e f u n cti o n al a n n ot ati o n 
of pr ot ei ns. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 1; 3 9: D 2 2 5 – D 2 2 9. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k q 1 1 8 9  
1 3 9.  H u nt er S, A p w eil er R, Att w o o d T K, B air o c h A, B at e m a n A, Bi n ns D, et al. 
I nt er Pr o: t h e i nt e gr ati v e pr ot ei n si g n at ur e d at a b as e. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 0 9; 3 7: 
D 2 1 1 – D 2 1 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k n 7 8 5  
1 4 0.  D a ws o n N L, L e wis T E, D as S, L e es J G, L e e  D, As hf or d P, et al. C A T H: a n 
e x p a n d e d r es o ur c e t o pr e di ct pr ot ei n f u n cti o n t hr o u g h str u ct ur e a n d s e q u e n c e. 
N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 7; 4 5: D 2 8 9 – D 2 9 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k w 1 0 9 8  
1 4 1.  Fi n n R D, Cl e m e nts J, E d d y S R. H M M E R w e b s er v er: I nt er a cti v e s e q u e n c e 
si mil arit y s e ar c hi n g. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 1; d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g kr 3 6 7  
1 4 2.  K e e g a n K P, Gl ass E M, M e y er F. M G -R A S T, a m et a g e n o mi cs s er vi c e f or 
a n al ysis of mi cr o bi al c o m m u nit y str u ct ur e a n d f u n cti o n. M et h o ds i n M ol e c ul ar 
Bi ol o g y. 2 0 1 6. d oi: 1 0. 1 0 0 7/ 9 7 8 - 1-4 9 3 9 -3 3 6 9 -3 _ 1 3 
1 4 3.  C h e n I M A, C h u K, P al a ni a p p a n K, Pill a y M, R at n er A, H u a n g J, et al. I M G/ M 
v. 5. 0: A n i nt e gr at e d d at a m a n a g e m e nt a n d c o m p ar ati v e a n al ysis s yst e m f or 
mi cr o bi al g e n o m es a n d mi cr o bi o m es. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 9; 4 7: D 6 6 6 – D 6 7 7. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k y 9 0 1  
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1 4 4.   H us o n D H, B ei er S, Fl a d e I, G ó rs k a A, El-H a di di M, Mitr a S, et al. M E G A N 
C o m m u nit y E diti o n - I nt er a cti v e E x pl or ati o n a n d A n al ysis of L ar g e-S c al e 
Mi cr o bi o m e S e q u e n ci n g D at a. P L o S C o m p ut Bi ol. 2 0 1 6; 
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 4 9 5 7  
1 4 5.  H u nt er S, C or b ett M, D e nis e H, Fr as er M, G o n z al e z -B eltr a n A, H u nt er C, et al. 
E BI m et a g e n o mi cs - A n e w r es o ur c e f or t h e a n al ysis a n d ar c hi vi n g of 
m et a g e n o mi c d at a. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 4; 4 2: D 6 0 0 – D 6 0 6. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g kt 9 6 1  
1 4 6.  Tr e a n g e n TJ, K or e n S, S o m m er D D, Li u B, A s tr o vs k a y a I, O n d o v B, et al. 
M et A M O S: a m o d ul ar a n d o p e n s o ur c e m et a g e n o mi c ass e m bl y a n d a n al ysis 
pi p eli n e. G e n o m e Bi ol. 2 0 1 3; 1 4: R 2. d oi: 1 0. 1 1 8 6/ g b -2 0 1 3 -1 4 - 1-r 2 
1 4 7.  K ulti m a J R, C o el h o L P, F orsl u n d K, H u ert a -C e p as J, Li S S, Dri ess e n M, et al. 
M O C A T 2: A m et a g e n o mi c ass e m bl y, a n n ot ati o n a n d pr ofili n g fr a m e w or k. 
Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 6; 3 2: 2 5 2 0 – 2 5 2 3. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt w 1 8 3  
1 4 8.  Er e n A M, Es e n Ö C, Q ui n c e C, Vi n eis J H, M orris o n H G, S o gi n M L, et al. 
A n vi ’o: a n a d v a n c e d a n al ysis a n d vis u ali z ati o n pl atf or m f or ‘o mi cs d at a. P e erJ. 
2 0 1 5; 3: e 1 3 1 9. d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 3 1 9  
1 4 9.  Ar ki n A P, C otti n g h a m R W, H e nr y C S, H arris N L, St e v e ns R L, M asl o v S, et al. 
K B as e: T h e U nit e d St at es d e p art m e nt of e n er g y s yst e ms bi ol o g y 
k n o wl e d g e b as e. N at ur e Bi ot e c h n ol o g y. 2 0 1 8. p p. 5 6 6 – 5 6 9. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 4 1 6 3  
1 5 0.  Fr a n z os a E A, M or g a n X C, S e g at a N, W al dr o n L, R e y es J, E arl A M, et al. 
R el ati n g t h e m et atr a ns cri pt o m e a n d m et a g e n o m e of t h e h u m a n g ut. Pr o c N atl 
A c a d S ci U S A. 2 0 1 4; 1 1 1: E 2 3 2 9 – E 2 3 3 8. d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 1 3 1 9 2 8 4 1 1 1  
1 5 1.  K o p yl o v a E, N o é L, T o u z et H. S ort M e R N A: f ast a n d a c c ur at e filt eri n g of 
ri b os o m al R N As i n m et atr a ns cri pt o mi c d at a. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 2; 2 8: 3 2 1 1–
3 2 1 7. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bts 6 1 1  
1 5 2.  L e u n g H C M, Yi u S M, C hi n F Y L. I D B A -M T P: A h y bri d m et atr a ns cri pt o mi c 
ass e m bl er b as e d o n pr ot ei n i nf or m ati o n. L e ct ur e N ot es i n C o m p ut er S ci e n c e 
(i n cl u di n g s u bs eri es L e ct ur e N ot es i n Artifi ci al I nt elli g e n c e a n d L e ct ur e N ot es i n 
Bi oi nf or m ati cs). 2 0 1 4. d oi: 1 0. 1 0 0 7/ 9 7 8 - 3-3 1 9 -0 5 2 6 9 -4 _ 1 2  
1 5 3.  Gr a b h err M G, H a as BJ, Y ass o ur M, L e vi n J Z , T h o m ps o n D A, A mit I, et al. 
F ull -l e n gt h tr a ns cri pt o m e ass e m bl y fr o m R N A-S e q d at a wit h o ut a r ef er e n c e 
g e n o m e. N at Bi ot e c h n ol. 2 0 1 1; 2 9: 6 4 4 – 6 5 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 1 8 8 3  
1 5 4.  Y e Y, T a n g H. Utili zi n g d e Br uij n gr a p h of m et a g e n o m e ass e m bl y f or 
m et atr a ns cri pt o m e  a n al ysis. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 6; 3 2: 1 0 0 1 – 1 0 0 8. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt v 5 1 0  
1 5 5.  S h a k y a M, L o C C, C h ai n P S G. A d v a n c es a n d c h all e n g es i n m et atr a ns cri pt o mi c 
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a n al ysis. Fr o nti ers i n G e n eti cs. 2 0 1 9. d oi: 1 0. 3 3 8 9/f g e n e. 2 0 1 9. 0 0 9 0 4  
1 5 6.  Gr u b er -V o di c k a H R, S e a h B K, Pr u ess e E. p h yl o Fl as h — R a pi d S S U r R N A 
pr ofili n g a n d t ar g et e d ass e m bl y fr o m m et a g e n o m es. bi o R xi v. 2 0 1 9; 5 2 1 9 2 2. 
d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 5 2 1 9 2 2  
1 5 7.  Y u a n C, L ei J, C ol e J, S u n Y. R e c o nstr u cti n g 1 6 S r R N A g e n es i n m et a g e n o mi c 
d at a. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 5; 3 1: i 3 5 – i 43. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt v 2 3 1  
1 5 8.  Mill er C S, H a n dl e y K M, Wri g ht o n K C, Fris c h k or n K R, T h o m as B C, B a nfi el d 
J F. S h ort -R e a d Ass e m bl y of F ull -L e n gt h 1 6 S A m pli c o ns R e v e als B a ct eri al 
Di v ersit y i n S u bs urf a c e S e di m e nts. Gil b ert J A, e dit or. P L o S O n e. 2 0 1 3; 8 : 
e 5 6 0 1 8. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 5 6 0 1 8  
1 5 9.  W a g n er B D, Gr u n w al d G K, Z er b e G O, Mi k uli c h -Gil b erts o n S K, R o b erts o n C E, 
Z e m a ni c k E T, et al. O n t h e U s e of Di v ersit y M e as ur es i n L o n git u di n al 
S e q u e n ci n g St u di es of Mi cr o bi al C o m m u niti es. Fr o nt Mi cr o bi ol. 2 0 1 8 ; 9. 
d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 8. 0 1 0 3 7  
1 6 0.  G o o dri c h J K, Di Ri e n zi S C, P o ol e A C, K or e n O, W alt ers W A, C a p or as o J G, et 
al. C o n d u cti n g a Mi cr o bi o m e St u d y. C ell. 2 0 1 4; 1 5 8: 2 5 0 – 2 6 2. 
d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 4. 0 6. 0 3 7  
1 6 1.  S h a d e A, Gr e g or y C a p or as o J, H a n d els m a n J, K ni g ht R, Fi er er N. A m et a -
a n al ysis of c h a n g es i n b a ct eri al a n d ar c h a e al c o m m u niti es wit h ti m e. I S M E J. 
2 0 1 3; d oi: 1 0. 1 0 3 8/is m ej. 2 0 1 3. 5 4  
1 6 2.  B ar w ell LJ, Is a a c NJ B, K u ni n W E. M e as uri n g β- di v ersit y wit h s p e ci es 
a b u n d a n c e d at a. J A ni m E c ol. 2 0 1 5; 8 4: 1 1 1 2 – 1 1 2 2. d oi: 1 0. 1 1 1 1/ 1 3 6 5 -
2 6 5 6. 1 2 3 6 2  
1 6 3.  R a m ett e A. M ulti v ari at e a n al ys es i n mi cr o bi al e c ol o g y. F E M S Mi cr o bi ol E c ol. 
2 0 0 7; 6 2: 1 4 2 – 1 6 0. d oi: 1 0. 1 1 1 1/j. 1 5 7 4 -6 9 4 1. 2 0 0 7. 0 0 3 7 5. x  
1 6 4.  R o bi ns o n M D,  M c C art h y DJ, S m yt h G K. e d g e R: A Bi o c o n d u ct or p a c k a g e f or 
diff er e nti al e x pr essi o n a n al ysis of di git al g e n e e x pr essi o n d at a. Bi oi nf or m ati cs. 
2 0 0 9; 2 6: 1 3 9 – 1 4 0. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt p 6 1 6  
1 6 5.  L o v e MI, H u b er W, A n d ers S. M o d er at e d esti m ati o n of f ol d c h a n g e a n d 
dis p ersi o n f or R N A -s e q d at a wit h D E S e q 2. G e n o m e Bi ol. 2 0 1 4; 1 5: 5 5 0. 
d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 3 0 5 9 -0 1 4 -0 5 5 0 - 8 
1 6 6.  M c M ur di e PJ, H ol m es S. W ast e N ot, W a nt N ot: W h y R ar ef yi n g Mi cr o bi o m e 
D at a Is I n a d missi bl e. M c H ar d y A C, e dit or. P L o S C o m p ut Bi ol. 2 0 1 4; 1 0: 
e 1 0 0 3 5 3 1. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 3 5 3 1  
1 6 7.  A n d ers o n M J, W als h D CI. P E R M A N O V A, A N O SI M, a n d t h e M a nt el t est i n t h e 
f a c e of h et er o g e n e o us dis p ersi o ns: W h at n ull h y p ot h esis ar e y o u t esti n g ? E c ol 
M o n o gr. 2 0 1 3; 8 3: 5 5 7 – 5 7 4. d oi: 1 0. 1 8 9 0/ 1 2 -2 0 1 0. 1  
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1 6 8.  A n d ers o n M J. A n e w m et h o d f or n o n -p ar a m etri c m ulti v ari at e a n al ysis of 
v ari a n c e. A ustr al E c ol. 2 0 0 1; 2 6: 3 2 – 4 6. d oi: 1 0. 1 0 4 6/j. 1 4 4 2 -9 9 9 3. 2 0 0 1. 0 1 0 7 0. x  
1 6 9.  Xi a Y, S u n J. H y p ot h esis t esti n g a n d st atisti c al a n al ysis of mi cr o bi o m e. G e n es 
Dis. Els e vi er  Lt d; 2 0 1 7; 4: 1 3 8 – 1 4 8. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. g e n dis. 2 0 1 7. 0 6. 0 0 1  
1 7 0.  W eiss S, V a n Tr e ur e n W, L o z u p o n e C, F a ust K, Fri e d m a n J, D e n g Y, et al. 
C orr el ati o n d et e cti o n str at e gi es i n mi cr o bi al d at a s ets v ar y wi d el y i n s e nsiti vit y 
a n d pr e cisi o n. I S M E J. 2 0 1 6; 1 0: 1 6 6 9 – 1 6 8 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8/is m e j. 2 0 1 5. 2 3 5 
1 7 1.  Gl o or G B, M a c kl ai m J M, P a wl o ws k y -Gl a h n V, E g o z c u e JJ. Mi cr o bi o m e 
d at as ets ar e c o m p ositi o n al: A n d t his is n ot o pti o n al. Fr o nt Mi cr o bi ol. 2 0 1 7; 8: 1 –
6. d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 7. 0 2 2 2 4  
1 7 2.  Ri v er a -Pi nt o J, E g o z c u e JJ, P a wl o w s k y -Gl a h n V, P ar e d es R, N o g u er a -J uli a n M, 
C all e M L. B al a n c es: a N e w P ers p e cti v e f or Mi cr o bi o m e A n al ysis. L o z u p o n e C, 
e dit or. m S yst e ms. 2 0 1 8; 3. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ ms yst e ms. 0 0 0 5 3 -1 8  
1 7 3.  Fri e d m a n J, Al m EJ. I nf erri n g C orr el ati o n N et w or ks fr o m G e n o mi c S ur v e y 
D at a. P L o S C o m p ut Bi ol. 2 0 1 2; 8. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 2 6 8 7  
1 7 4.  K urt z Z D, M ü ll er C L, Mir al di E R, Litt m a n D R, Bl as er M J, B o n n e a u R A. S p ars e 
a n d C o m p ositi o n all y R o b ust I nf er e n c e of Mi cr o bi al E c ol o gi c al N et w or ks. v o n 
M eri n g C, e dit or. P L o S C o m p ut Bi ol. 2 0 1 5; 1 1: e 1 0 0 4 2 2 6. 
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 4 2 2 6  
1 7 5.  S c h w a g er E, M alli c k H, V e nt z S, H utt e n h o w er C. A B a y esi a n m et h o d f or 
d et e cti n g p air wis e ass o ci ati o ns i n c o m p ositi o n al d at a. Bl e k h m a n R, e dit or. P L o S 
C o m p ut Bi ol. 2 0 1 7; 1 3: e 1 0 0 5 8 5 2. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 5 8 5 2  
1 7 6.  M a n d al S, V a n Tr e ur e n W, W hit e R A, E g g es b ø M, K ni g ht R, P e d d a d a S D. 
A n al ysis of c o m p ositi o n of mi cr o bi o m es: a n o v el m et h o d f or st u d yi n g mi cr o bi al 
c o m p ositi o n. Mi cr o b E c ol H e al Dis. 2 0 1 5; 2 6. d oi: 1 0. 3 4 0 2/ m e h d. v 2 6. 2 7 6 6 3  
1 7 7.  Y a z d a ni M, T a yl or B C, D e b eli us J W, Li  W, K ni g ht R, S m arr L. U si n g m a c hi n e 
l e ar ni n g t o i d e ntif y m aj or s hifts i n h u m a n g ut mi cr o bi o m e pr ot ei n f a mil y 
a b u n d a n c e i n dis e as e. Pr o c e e di n gs - 2 0 1 6 I E E E I nt er n ati o n al C o nf er e n c e o n Bi g 
D at a, Bi g D at a 2 0 1 6. I E E E; 2 0 1 6. p p. 1 2 7 2 – 1 2 8 0. 
d oi: 1 0. 1 1 0 9/ Bi g D at a. 2 0 1 6. 7 8 4 0 7 3 1  
1 7 8.  T e n g F, Y a n g F, H u a n g S, B o C, X u Z Z, A mir A, et al. Pr e di cti o n of E arl y 
C hil d h o o d C ari es vi a S p ati al -T e m p or al V ari ati o ns of Or al Mi cr o bi ot a. C ell H ost 
Mi cr o b e. 2 0 1 5; 1 8: 2 9 6 – 3 0 6. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. c h o m. 2 0 1 5. 0 8. 0 0 5  
1 7 9.  C h a u d h ar y N, S h ar m a A K, A g ar w al P, G u pt a A, S h ar m a V K. 1 6 S cl assifi er: A 
t o ol f or f ast a n d a c c ur at e t a x o n o mi c cl assifi c ati o n of 1 6 S r R N A h y p er v ari a bl e 
r e gi o ns i n m et a g e n o mi c d at as ets. D al b y A R, e dit or. P L o S O n e. 2 0 1 5; 1 0: 
e 0 1 1 6 1 0 6. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 1 1 6 1 0 6  
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1 8 0.  R as h e e d  Z, R a n g w al a H. M et a g e n o mi c t a x o n o mi c cl assifi c ati o n usi n g e xtr e m e 
l e ar ni n g m a c hi n es. J Bi oi nf or m C o m p ut Bi ol. 2 0 1 2; 1 0: 1 2 5 0 0 1 5. 
d oi: 1 0. 1 1 4 2/ S 0 2 1 9 7 2 0 0 1 2 5 0 0 1 5 1  
1 8 1.  P as olli E, Tr u o n g D T, M ali k F, W al dr o n L, S e g at a N. M a c hi n e L e ar ni n g M et a -
a n al ysis of L ar g e  M et a g e n o mi c D at as ets: T o ols a n d Bi ol o gi c al I nsi g hts. P L o S 
C o m p ut Bi ol. 2 0 1 6; 1 2: 1 – 2 6. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 4 9 7 7  
1 8 2.  Ar a n g o -Ar g ot y G, G ar n er E, Pr u d e n A, H e at h L S, Vi k esl a n d P, Z h a n g L. 
D e e p A R G: A d e e p l e ar ni n g a p pr o a c h f or pr e di cti n g a nti bi oti c r esist a n c e g e n es 
fr o m m et a g e n o mi c d at a. Mi cr o bi o m e. 2 0 1 8; 6: 2 3. d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 4 0 1 6 8-0 1 8 -
0 4 0 1 - z 
1 8 3.  Pfl u g h o eft K J, V ers al o vi c J. H u m a n Mi cr o bi o m e i n H e alt h a n d Dis e as e. A n n u 
R e v P at h ol M e c h Dis. 2 0 1 2; 7: 9 9 – 1 2 2. d oi: 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v -p at h ol -0 1 1 8 1 1 -
1 3 2 4 2 1  
1 8 4.  G o w er J C. G e n er ali z e d pr o cr ust es a n al ysis. Ps y c h o m etri k a. 1 9 7 5; 
d oi: 1 0. 1 0 0 7/ B F 0 2 2 9 1 4 7 8  
1 8 5.  M c H ar d y I H, G o u d ar zi M, T o n g M, R u e g g er P M, S c h w a g er E, W e g er J R, et al. 
I nt e gr ati v e a n al ysis of t h e mi cr o bi o m e a n d m et a b ol o m e of t h e h u m a n i nt esti n al 
m u c os al s ur f a c e r e v e als e x q uisit e i nt er-r el ati o ns hi ps. Mi cr o bi o m e. 2 0 1 3; 1: 1 7. 
d oi: 1 0. 1 1 8 6/ 2 0 4 9 -2 6 1 8 - 1-1 7  
1 8 6.  D O L E D E C S, C H E S S E L D. C o -i n erti a a n al ysis: a n alt er n ati v e m et h o d f or 
st u d yi n g s p e ci es -e n vir o n m e nt r el ati o ns hi ps. Fr es h w Bi ol. 1 9 9 4; 3 1: 2 7 7 – 2 9 4. 
d oi: 1 0. 1 1 1 1 /j. 1 3 6 5-2 4 2 7. 1 9 9 4.t b 0 1 7 4 1. x  
1 8 7.  W eiss S, V a n Tr e ur e n W, L o z u p o n e C, F a ust K, Fri e d m a n J, D e n g Y, et al. 
C orr el ati o n d et e cti o n str at e gi es i n mi cr o bi al d at a s ets v ar y wi d el y i n s e nsiti vit y 
a n d pr e cisi o n. I S M E J. 2 0 1 6; 1 0: 1 6 6 9 – 1 6 8 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8/is m ej. 2 0 1 5. 2 3 5  
1 8 8.  T a ut e n h a h n R, P atti G J, Ri n e h art D, Si u z d a k G. X C M S O nli n e: A W e b -B as e d 
Pl atf or m t o Pr o c ess U nt ar g et e d M et a b ol o mi c D at a. A n al C h e m. 2 0 1 2; 8 4: 5 0 3 5 –
5 0 3 9. d oi: 1 0. 1 0 2 1/ a c 3 0 0 6 9 8 c  
1 8 9.  T u n c b a g N, G osli n e SJ C, K e d ai gl e A, S oltis A R, Gitt er A, Fr a e n k el E. N et w or k -
B as e d I nt er pr et ati o n of Di v ers e Hi g h -T hr o u g h p ut D at as ets t hr o u g h t h e O mi cs 
I nt e gr at or S oft w ar e P a c k a g e. Prli c A, e dit or. P L O S C o m p ut Bi ol. 2 0 1 6; 1 2: 
e 1 0 0 4 8 7 9. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p c bi. 1 0 0 4 8 7 9  
1 9 0.  H ei nt z -B us c h art A, M a y P, L a c z n y C C, L e br u n L A, B ell or a C, Kris h n a A, et al. 
I nt e gr at e d m ulti-o mi cs of t h e h u m a n g ut mi cr o bi o m e i n a c as e st u d y of f a mili al 
t y p e 1 di a b et es. N at Mi cr o bi ol. 2 0 1 7; 2: 1 6 1 8 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n mi cr o bi ol. 2 0 1 6. 1 8 0 
1 9 1 .  Ll o y d -Pri c e J, Ar z e C, A n a nt h a kris h n a n A N, S c hir m er M, A vil a -P a c h e c o J, 
P o o n T W, et al. M ulti -o mi cs of t h e g ut mi cr o bi al e c os yst e m i n i nfl a m m at or y 
b o w el dis e as es. N at ur e. 2 0 1 9; 5 6 9: 6 5 5 – 6 6 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 6 -0 1 9 -1 2 3 7 - 9 
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1 9 2.  V os T, All e n C, Ar or a M, B a r b er R M, B h utt a Z A, Br o w n A, et al. Gl o b al, 
r e gi o n al, a n d n ati o n al i n ci d e n c e, pr e v al e n c e, a n d y e ars li v e d wit h dis a bilit y f or 
3 1 0 dis e as es a n d i nj uri es, 1 9 9 0 – 2 0 1 5: a s yst e m ati c a n al ysis f or t h e Gl o b al 
B ur d e n of Dis e as e St u d y 2 0 1 5. L a n c et. 2 0 1 6; 3 8 8: 1 5 4 5 – 1 6 0 2. 
d oi: 1 0. 1 0 1 6/ S 0 1 4 0 -6 7 3 6( 1 6) 3 1 6 7 8 - 6 
1 9 3.  F or e m a n M G, C a m p os M, C el e d ó n J C. G e n es a n d C hr o ni c O bstr u cti v e 
P ul m o n ar y Dis e as e. M e d Cli n N ort h A m. 2 0 1 2; 9 6: 6 9 9 – 7 1 1. 
d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. m c n a. 2 0 1 2. 0 2. 0 0 6  
1 9 4.  L e y R E, T ur n b a u g h PJ, Kl ei n S, G or d o n JI. H u m a n g ut mi c r o b es ass o ci at e d 
wit h o b esit y. N at ur e. 2 0 0 6; 4 4 4: 1 0 2 2 – 1 0 2 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ 4 4 4 1 0 2 2 a  
1 9 5.  Ll o y d -Pri c e J, Ar z e C, A n a nt h a kris h n a n A N, S c hir m er M, A vil a -P a c h e c o J, 
P o o n T W, et al. M ulti -o mi cs of t h e g ut mi cr o bi al e c os yst e m i n i nfl a m m at or y 
b o w el dis e as es. N at ur e . 2 0 1 9; 5 6 9: 6 5 5– 6 6 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 6 -0 1 9 -1 2 3 7 - 9 
1 9 6.  D ai Z, C o k er O O, N a k ats u G, W u W K K, Z h a o L, C h e n Z, et al. M ulti -c o h ort 
a n al ysis of c ol or e ct al c a n c er m et a g e n o m e i d e ntifi e d alt er e d b a ct eri a a cr oss 
p o p ul ati o ns a n d u ni v ers al b a ct eri al m ar k ers. Mi cr o b i o m e. 2 0 1 8; 6: 7 0. 
d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 4 0 1 6 8 -0 1 8 -0 4 5 1 - 2 
1 9 7.  Pr a g m a n A A, Ki m H B, R eill y C S, W e n dt C, Is a a cs o n R E. T h e L u n g 
Mi cr o bi o m e i n M o d er at e a n d S e v er e C hr o ni c O bstr u cti v e P ul m o n ar y Dis e as e. 
T a u b e C, e dit or. P L o S O n e. 2 0 1 2; 7: e 4 7 3 0 5. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e . 0 0 4 7 3 0 5 
1 9 8.  H u a n g YJ, S et hi S, M ur p h y T, N ari y a S, B o us h e y H A, L y n c h S V. Air w a y 
Mi cr o bi o m e D y n a mi cs i n E x a c er b ati o ns of C hr o ni c O bstr u cti v e P ul m o n ar y 
Dis e as e. J Cli n Mi cr o bi ol. 2 0 1 4; 5 2: 2 8 1 3 – 2 8 2 3. d oi: 1 0. 1 1 2 8/J C M. 0 0 0 3 5 -1 4  
1 9 9.  W a n g Z, Si n g h R, Mill er B E, T al -Si n g er R, V a n H or n S, T o ms h o L, et al. 
S p ut u m mi cr o bi o m e t e m p or al v ari a bilit y a n d d ys bi osis i n c hr o ni c o bstr u cti v e 
p ul m o n ar y dis e as e e x a c er b ati o ns: A n a n al ysis of t h e C O P D M A P st u d y. T h or a x. 
2 0 1 8; d oi: 1 0. 1 1 3 6/t h or a xj nl -2 0 1 7 -2 1 0 7 4 1  
2 0 0.  Er b -D o w n w ar d  J R, T h o m ps o n D L, H a n M K, Fr e e m a n C M, M c Cl os k e y L, 
S c h mi dt L A, et al. A n al ysis of t h e l u n g mi cr o bi o m e i n t h e “ h e alt h y ” s m o k er a n d 
i n C O P D. P L o S O n e. 2 0 1 1; d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 1 6 3 8 4 
2 0 1.  Kil e y J P, C al er E V. T h e L u n g Mi cr o bi o m e. A N e w Fr o nti er i n P u l m o n ar y 
M e di ci n e. A n n A m T h or a c S o c. 2 0 1 4; 1 1: S 6 6 – S 7 0. 
d oi: 1 0. 1 5 1 3/ A n n als A T S. 2 0 1 3 0 8 -2 8 5 M G  
2 0 2.  M a m m e n M J, S et hi S. C O P D a n d t h e mi cr o bi o m e. R es pir ol o g y. 2 0 1 6; 2 1: 5 9 0 –
5 9 9. d oi: 1 0. 1 1 1 1/r es p. 1 2 7 3 2  
2 0 3.  Gr ø ns et h R, H a al a n d I, Wi k er H G, M arti ns e n E M H, L eit e n E O, H us e b ø G, et al. 
T h e B er g e n C O P D mi cr o bi o m e st u d y ( Mi cr o C O P D): r ati o n al e, d esi g n, a n d 
i niti al e x p eri e n c es. E ur Cli n R es pir J. 2 0 1 4; 1: 2 6 1 9 6. d oi: 1 0. 3 4 0 2/ e crj. v 1. 2 6 1 9 6 
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2 0 4.  All e y R B, B arr y R, L e m k e P, R e n J, All e y R B, Allis o n I, et al. O bs er v ati o ns: 
C h a n g es i n S n o w, I c e a n d Fr o z e n Gr o u n d. Cli m at e C h a n g e 2 0 0 7: T h e P h ysi c al 
S ci e n c e B asis. I nt er g o v er n m e nt al P a n el o n Cli m at e C h a n g e; 2 0 0 7. p p. 3 3 7 – 3 8 3.  
2 0 5.  T ar n o c ai C, C a n a d ell J G, S c h u ur E A G, K u hr y P, M a z hit o v a G, Zi m o v S. S oil 
or g a ni c c ar b o n p o ols i n t h e  n ort h er n cir c u m p ol ar p er m afr ost r e gi o n. Gl o b al 
Bi o g e o c h e m C y cl es. 2 0 0 9; 2 3: n/ a -n/ a. d oi: 1 0. 1 0 2 9/ 2 0 0 8 G B 0 0 3 3 2 7  
2 0 6.  J a nss o n J K, T a ş N. T h e mi cr o bi al e c ol o g y of p er m afr ost [I nt er n et]. N at ur e 
R e vi e ws Mi cr o bi ol o g y. 2 0 1 4. p p. 4 1 4 – 4 2 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ nr mi cr o 3 2 6 2  
2 0 7.  H u ml u m O, I nst a n es A, S olli d J L. P er m afr ost i n S v al b ar d: A r e vi e w of r es e ar c h 
hist or y, cli m ati c b a c k gr o u n d a n d e n gi n e eri n g c h all e n g es. P ol ar R es. 2 0 0 3; 2 2: 
1 9 1 – 2 1 5. d oi: 1 0. 3 4 0 2/ p ol ar. v 2 2i 2. 6 4 5 5  
2 0 8.   M üll er O, B a n g‐A n dr e as e n T, W hit e R A, El b erli n g B, T aş N, K n e afs e y T, et al. 
Dis e nt a n gli n g t h e c o m pl e xit y of p er m afr ost s oil b y usi n g hi g h r es ol uti o n 
pr ofili n g of mi cr o bi al c o m m u nit y c o m p ositi o n, k e y f u n cti o ns a n d r es pir ati o n 
r at es. E n vir o n Mi cr o bi ol. 2 0 1 8; 2 0: 4 3 2 8– 4 3 4 2. d oi: 1 0. 1 1 1 1/ 1 4 6 2 -2 9 2 0. 1 4 3 4 8  
2 0 9.  Wi l h el m R C, Ni e d er b er g er T D, Gr e er C, W h yt e L G. Mi cr o bi al di v ersit y of 
a cti v e l a y er a n d p er m afr ost i n a n a ci di c w etl a n d fr o m t h e C a n a di a n hi g h ar cti c. 
C a n J Mi cr o bi ol. 2 0 1 1; 5 7: 3 0 3 – 3 1 5. d oi: 1 0. 1 1 3 9/ w 1 1 -0 0 4  
2 1 0.  Gitt el A, B á rt a J, K o h o ut o vá I, S c h n e c k er J, Wil d B, Č a p e k P, et al. Sit e - a n d 
h ori z o n -s p e cifi c p att er ns of mi cr o bi al c o m m u nit y str u ct ur e a n d e n z y m e 
a cti viti es i n p er m afr ost -aff e ct e d s oils of Gr e e nl a n d. Fr o nt Mi cr o bi ol. 2 0 1 4; 5: 
5 4 1. d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 4. 0 0 5 4 1  
2 1 1.  K o y a m a A, W all e nst ei n M D, Si m ps o n R T, M o or e J C. S oil b a ct eri al c o m m u nit y 
c o m p ositi o n alt er e d b y i n cr e as e d n utri e nt a v ail a bilit y i n Ar cti c t u n dr a s oils. 
Fr o nt Mi cr o bi ol. 2 0 1 4; 5. d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 4. 0 0 5 1 6  
2 1 2.  D e n g J, G u Y, Z h a n g J, X u e K, Qi n Y, Y u a n M, et al. S hifts of t u n dr a b a ct eri al  
a n d ar c h a e al c o m m u niti es al o n g a p er m afr ost t h a w gr a di e nt i n Al as k a. M ol E c ol. 
2 0 1 5; 2 4: 2 2 2 – 2 3 4. d oi: 1 0. 1 1 1 1/ m e c. 1 3 0 1 5  
2 1 3.  M a c k el pr a n g R, S al es k a S R, J a c o bs e n C S, J a nss o n J K, T a ş N. P er m afr ost M et a -
O mi cs a n d Cli m at e C h a n g e. A n n u R e v E art h Pl a n et S ci. 2 0 1 6; 4 4: 4 3 9 – 4 6 2. 
d oi: 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v -e art h -0 6 0 6 1 4 -1 0 5 1 2 6  
2 1 4.  S hi Y, T ys o n G W, D el o n g E F. M et atr a ns cri pt o mi cs r e v e als u ni q u e mi cr o bi al 
s m all R N As i n t h e o c e a ns w at er c ol u m n. N at ur e. 2 0 0 9; 4 5 9: 2 6 6 – 2 6 9. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 8 0 5 5  
2 1 5.  C ar v al h ais L C, D e n nis P G,  T ys o n G W, S c h e n k P M. A p pli c ati o n of 
m et atr a ns cri pt o mi cs t o s oil e n vir o n m e nts. J o ur n al of Mi cr o bi ol o gi c al M et h o ds. 
2 0 1 2. p p. 2 4 6 – 2 5 1. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. mi m et. 2 0 1 2. 0 8. 0 1 1  
 
 7 2  
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2 1 6.  J ort h P, T ur n er K H, G u m us P, Ni z a m N, B u d u n eli N, W hit el e y M. 
M et atr a ns cri pt o mi cs of t h e h u m a n or al mi cr o bi o m e d uri n g h e alt h a n d dis e as e. 
M Bi o. 2 0 1 4; 5. d oi: 1 0. 1 1 2 8/ m Bi o. 0 1 0 1 2 -1 4  
2 1 7.  Bl a z e wi c z SJ, B ar n ar d R L, D al y R A, Fir est o n e M K. E v al u ati n g r R N A as a n 
in di c at or of mi cr o bi al a cti vit y i n e n vir o n m e nt al c o m m u niti es: li mit ati o ns a n d 
us es. I S M E J. 2 0 1 3; 7: 2 0 6 1 – 2 0 6 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8/is m ej. 2 0 1 3. 1 0 2  
2 1 8.  Uri c h T, L a n z é n A, Qi J, H us o n D H, S c hl e p er C, S c h ust er S C. Si m ult a n e o us 
Ass ess m e nt of S oil Mi cr o bi al C o m m u nit y S tr u ct ur e a n d F u n cti o n t hr o u g h 
A n al ysis of t h e M et a -Tr a ns cri pt o m e. W ar d N, e dit or. P L o S O n e. 2 0 0 8; 3: e 2 5 2 7. 
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 0 2 5 2 7  
2 1 9.  N ar a y a n as a m y S, J ar os z Y, M ull er E E L, H ei nt z -B us c h art A, H er ol d M, K a ys e n 
A, et al. I M P: a pi p eli n e f or r e pr o d u ci bl e r ef er e n c e -i n d e p e n d e nt i nt e gr at e d 
m et a g e n o mi c a n d m et atr a ns cri pt o mi c a n al ys es. G e n o m e Bi ol. 2 0 1 6; 1 7: 2 6 0. 
d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 3 0 5 9 -0 1 6 -1 1 1 6 - 8 
2 2 0.  W estr ei c h S T, K orf I, Mills D A, L e m a y D G. S A M S A: a c o m pr e h e nsi v e 
m et atr a ns cri pt o m e a n al ysis pi p eli n e. B M C Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 6; 1 7: 3 9 9. 
d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 8 5 9 -0 1 6 -1 2 7 0 - 8 
2 2 1.  W estr ei c h S T, Tr ei b er M L, Mills D A, K orf I, L e m a y D G. S A M S A 2: A 
st a n d al o n e m et atr a ns cri pt o m e a n al ysis pi p eli n e. B M C Bi oi nf or m ati cs. B M C 
Bi oi nf or m ati cs; 2 0 1 8; 1 9: 1 – 1 2. d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 8 5 9 -0 1 8 -2 1 8 9 - z 
2 2 2.  M arti n e z X, P o z u el o M, P as c al V, C a m p os D, G ut I, G ut M, et al. M et a Tr a ns: 
A n o p e n -s o ur c e pi p eli n e f or m et atr a ns cri pt o mi cs. S ci R e p. N at ur e P u blis hi n g 
Gr o u p; 2 0 1 6; 6: 1 – 1 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8/sr e p 2 6 4 4 7  
2 2 3.  Z e n g F, W a n g Z, W a n g Y, Z h o u J, C h e n T. L ar g e -s c al e 1 6 S g e n e ass e m bl y 
usi n g m et a g e n o mi cs s h ot g u n s e q u e n c es. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 7; 3 3: 1 4 4 7 – 1 4 5 6. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt x 0 1 8  
2 2 4.  P eri c ar d P, D ufr es n e Y, C o u d er c L, Bl a n q u art S, T o u z et H. M A T A M: 
R e c o nstr u cti o n of p h yl o g e n eti c m ar k er g e n es fr o m s h o rt s e q u e n ci n g r e a ds i n 
m et a g e n o m es. Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 8; 3 4: 5 8 5 – 5 9 1. 
d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati cs/ bt x 6 4 4  
2 2 5.  P a pi A, B ell ett at o C M, Br a c ci o ni F, R o m a g n oli M, C as ol ari P, C ar a m ori G, et 
al. I nf e cti o ns a n d Air w a y I nfl a m m ati o n i n C hr o ni c O bstr u cti v e P ul m o n ar y 
Dis e as e S e v er e E x a c er b ati o ns. A m J R es pir Crit C ar e M e d. 2 0 0 6; 1 7 3: 1 1 1 4 –
1 1 2 1. d oi: 1 0. 1 1 6 4/r c c m. 2 0 0 5 0 6 -8 5 9 O C  
2 2 6.  B af a d h el M, M c K e n n a S, T err y S, Mistr y V, R ei d C, H al d ar P, et al. A c ut e 
E x a c er b ati o ns of C hr o ni c O bstr u cti v e P ul m o n ar y Dis e as e. A m J R es pir  Crit 
C ar e M e d. 2 0 1 1; 1 8 4: 6 6 2 – 6 7 1. d oi: 1 0. 1 1 6 4/r c c m. 2 0 1 1 0 4 -0 5 9 7 O C  
2 2 7.  W a n g Z, B af a d h el M, H al d ar K, S pi v a k A, M a y h e w D, Mill er B E, et al. L u n g 
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mi cr o bi o m e d y n a mi cs i n C O P D e x a c er b ati o ns. E ur R es pir J. 2 0 1 6; 4 7: 1 0 8 2 –
1 0 9 2. d oi: 1 0. 1 1 8 3/ 1 3 9 9 3 0 0 3. 0 1 4 0 6 -2 0 1 5  
2 2 8.  C a br er a -R u bi o R, G ar ci a -N u n e z M, S et o L, A nt o J M, M o y a A, M o ns o E, et al. 
Mi cr o bi o m e Di v ersit y i n t h e Br o n c hi al Tr a cts of P ati e nts wit h C hr o ni c 
O bstr u cti v e P ul m o n ar y Dis e as e. J Cli n Mi cr o bi ol. 2 0 1 2; 5 0: 3 5 6 2 – 3 5 6 8. 
d oi: 1 0. 1 1 2 8/J C M. 0 0 7 6 7 -1 2  
2 2 9.  Di c ks o n R P, Er b -D o w n w ar d J R, M arti n e z FJ, H uff n a gl e G B. T h e Mi cr o bi o m e 
a n d t h e R es pir at or y Tr a ct. A n n u R e v P h ysi ol. 2 0 1 6; 7 8: 4 8 1 – 5 0 4. 
d oi: 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v -p h ysi ol -0 2 1 1 1 5 -1 0 5 2 3 8  
2 3 0.  B o k uli c h N A, K a e hl er B D, Ri d e o ut J R, Dill o n M, B ol y e n E, K ni g ht R, et al. 
O pti mi zi n g t a x o n o mi c cl assifi c ati o n of m ar k er -g e n e a m pli c o n s e q u e n c es wit h 
QII M E 2 ’s q 2 -f e at ur e-cl assifi er pl u gi n. Mi cr o bi o m e. 2 0 1 8; 6: 9 0. 
d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 4 0 1 6 8 -0 1 8 -0 4 7 0 - z 
2 3 1.  Ki or o gl o u D, M as A, P ortill o M d el C. E v al u ati n g t h e Eff e ct of QII M E 
B al a n c e d D ef a ult P ar a m et ers o n M et at a x o n o mi c A n al ysis W or kfl o ws Wit h a 
M o c k C o m m u nit y. Fr o nt Mi cr o bi ol. 2 0 1 9; 1 0. d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 9. 0 1 0 8 4  
2 3 2.  Di c ks o n R P, H uff n a gl e G B. T h e L u n g Mi cr o bi o m e: N e w Pri n ci pl es f or 
R es pir at or y B a ct eri ol o g y i n H e alt h a n d Dis e as e. G ol d m a n W E, e d it or. P L O S 
P at h o g. 2 0 1 5; 1 1: e 1 0 0 4 9 2 3. d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p p at. 1 0 0 4 9 2 3  
2 3 3.  H uff n a gl e G B, Di c ks o n R P, L u k a cs N W. T h e r es pir at or y tr a ct mi cr o bi o m e a n d 
l u n g i nfl a m m ati o n: a t w o-w a y str e et. M u c os al I m m u n ol. 2 0 1 7; 1 0: 2 9 9 – 3 0 6. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ mi. 2 0 1 6. 1 0 8  
2 3 4.  Si n h a R, W eiss e n b ur g er -M os er L A, Cl ar k e J L, S mit h L M, H eir es AJ, 
R o m b er g er DJ, et al. S h ort t er m d y n a mi cs of t h e s p ut u m mi cr o bi o m e a m o n g 
C O P D p ati e nts. C h otir m all S H, e dit or. P L o S O n e. 2 0 1 8; 1 3: e 0 1 9 1 4 9 9. 
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 1 9 1 4 9 9  
2 3 5.  R o g n es T, Fl o uri  T, Ni c h ols B, Q ui n c e C, M a h é F. V S E A R C H: a v ers atil e o p e n 
s o ur c e t o ol f or m et a g e n o mi cs. P e erJ. 2 0 1 6; 4: e 2 5 8 4. d oi: 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 2 5 8 4  
2 3 6.  N a v as -M oli n a J A, P er alt a - S án c h e z J M, G o n z á l e z A, M c M ur di e PJ, Vá z q u e z -
B a e z a Y, X u Z, et al. A d v a n ci n g O ur U n d erst a n d i n g of t h e H u m a n Mi cr o bi o m e 
Usi n g QII M E. M et h o ds i n E n z y m ol o g y. 2 0 1 3. p p. 3 7 1 – 4 4 4. d oi: 1 0. 1 0 1 6/ B 9 7 8 -
0- 1 2 -4 0 7 8 6 3 -5. 0 0 0 1 9 - 8 
2 3 7.  Es c a p a I F, C h e n T, H u a n g Y, G aj ar e P, D e w hirst F E, L e m o n K P. N e w I nsi g hts 
i nt o H u m a n N ostril Mi cr o bi o m e fr o m t h e E x p a n d e d H u m a n Or al Mi cr o bi o m e 
D at a b as e ( e H O M D): a R es o ur c e f or t h e Mi cr o bi o m e of t h e H u m a n 
A er o di g esti v e Tr a ct. X u J, e dit or. m S yst e ms. 2 0 1 8; 3. 
d oi: 1 0. 1 1 2 8/ m S yst e ms. 0 0 1 8 7 -1 8  
2 3 8.  Y u e J C, Cl a yt o n M K. A Si mil arit y M e as ur e B as e d o n S p e ci es Pr o p orti o ns. 
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C o m m u n St at - T h e or y M et h o ds. 2 0 0 5; 3 4: 2 1 2 3 – 2 1 3 1. d oi: 1 0. 1 0 8 0/ S T A -
2 0 0 0 6 6 4 1 8  
2 3 9.  Ei n arss o n G G, C o m er D M, M cIlr e a v e y L, P ar k hill J, E n nis M, T u n n e y M M, et 
al. C o m m u nit y d y n a mi cs a n d t h e l o w er air w a y mi cr o bi ot a i n st a bl e c hr o ni c 
o bstr u cti v e p ul m o n ar y dis e as e, s m o k ers a n d h e al t h y n o n-s m o k ers. T h or a x. 
2 0 1 6; 7 1: 7 9 5 – 8 0 3. d oi: 1 0. 1 1 3 6/t h or a xj nl -2 0 1 5 -2 0 7 2 3 5  
2 4 0.  Dr e n g e n es C, Wi k er H G, K al a n a nt h a n T, N or d ei d e E, E a g a n T M L, Ni els e n R. 
L a b or at or y c o nt a mi n ati o n i n air w a y mi cr o bi o m e st u di es. B M C Mi cr o bi ol. 
2 0 1 9; 1 9: 1 8 7. d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 8 6 6- 0 1 9 -1 5 6 0 - 1 
2 4 1.  D a ni el R. T h e m et a g e n o mi cs of s oil. N at R e v Mi cr o bi ol. 2 0 0 5; 3: 4 7 0 – 4 7 8. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/ nr mi cr o 1 1 6 0  
2 4 2.  J a nss o n J K, T a ş N. T h e mi cr o bi al e c ol o g y of p er m afr ost. N at R e v Mi cr o bi ol. 
2 0 1 4; 1 2: 4 1 4 – 4 2 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ nr mi cr o 3 2 6 2  
2 4 3.  D a n c z a k R E, J o h nst o n M D, K e n a h C, Sl att er y M, Wil ki ns M J. C a p a bilit y f or 
ars e ni c m o bili z ati o n i n gr o u n d w at er is distri b ut e d a cr oss br o a d p h yl o g e n eti c 
li n e a g es. P er eir a I A C, e dit or. P L o S O n e. 2 0 1 9; 1 4: e 0 2 2 1 6 9 4. 
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 2 2 1 6 9 4  
2 4 4.  I m p er ato V, K o w al k o ws ki L, P ortill o -Estr a d a M, G a wr o ns ki S W, V a n gr o ns v el d 
J, T hijs S. C h ar a ct eris ati o n of t h e C ar pi n us b et ul us L. P h yll o mi cr o bi o m e i n 
Ur b a n a n d F or est Ar e as. Fr o nt Mi cr o bi ol. 2 0 1 9; 1 0. 
d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 9. 0 1 1 1 0  
2 4 5.  S eit z K W, D o m br o w s ki N, E m e L, S p a n g A, L o m b ar d J, Si e b er J R, et al. 
As g ar d ar c h a e a c a p a bl e of a n a er o bi c h y dr o c ar b o n c y cli n g. N at C o m m u n. 
2 0 1 9; 1 0: 1 8 2 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 4 6 7 -0 1 9 -0 9 3 6 4 - x 
2 4 6.  M a c k el pr a n g R, B ur k ert A, H a w M, M a h e n dr ar aj a h T, C o n a w a y C H, D o u gl as 
T A, et al. Mi cr o bi al s ur vi v al str at e gi es i n a n ci e nt p er m afr ost: I nsi g hts fr o m 
m et a g e n o mi cs. I S M E J. N at ur e P u blis hi n g Gr o u p; 2 0 1 7; 1 1: 2 3 0 5 – 2 3 1 8. 
d oi: 1 0. 1 0 3 8/is m ej. 2 0 1 7. 9 3  
2 4 7.  K a n e his a M, G ot o S, S at o Y, F ur u mi c hi M, T a n a b e M. K E G G f or i nt e gr ati o n 
a n d i nt er pr et ati o n of l ar g e -s c a l e m ol e c ul ar d at a s ets. N u cl ei c A ci ds R es. 
2 0 1 2; 4 0: D 1 0 9 – D 1 1 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g kr 9 8 8  
2 4 8.  S h ar o n I, M or o wit z M J, T h o m as B C, C ost ell o E K, R el m a n D A, B a nfi el d J F. 
Ti m e s eri es c o m m u nit y g e n o mi cs a n al ysis r e v e als r a pi d s hifts i n b a ct eri al 
s p e ci es, str ai ns, a n d p h a g e d uri n g i nf a nt g ut c ol o ni z ati o n. G e n o m e R es. 2 0 1 3; 2 3: 
1 1 1 – 1 2 0. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ gr. 1 4 2 3 1 5. 1 1 2  
2 4 9.  C h e n L -X, A n a nt h ar a m a n K, S h ai b er A, Er e n A M, B a nfi el d J F. A c c ur at e a n d 
C o m pl et e G e n o m es fr o m M et a g e n o m es. bi o R xi v. C ol d S pri n g H ar b or 
L a b or at or y; 2 0 1 9; 8 0 8 4 1 0. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 8 0 8 4 1 0  
 
 7 5  
7 5  
2 5 0.  S o gi n M L, M orris o n H G, H u b er J A, W el c h D M, H us e S M, N e al P R, et al. 
Mi cr o bi al di v ersit y i n t h e d e e p s e a a n d t h e u n d er e x pl or e d “ r ar e bi os p h er e.” Pr o c 
N atl A c a d S ci. 2 0 0 6; 1 0 3: 1 2 1 1 5 – 1 2 1 2 0. d oi: 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 0 6 0 5 1 2 7 1 0 3  
2 5 1.  B a n g -A n dr e as e n T, A n w ar M Z, L a n z é n A, Kj ø ll er R, Rø n n R, E k el u n d F, et al. 
T ot al R N A s e q u e n ci n g r e v e als m ultil e v el mi cr o bi al c o m m u nit y c h a n g es a n d 
f u n cti o n al r es p o ns es t o w o o d as h a p pli c ati o n i n a gri c ult ur al a n d f or est s oil. 
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A p p e n di c e s   
A p p e n di c e s   
P a p er I  
P r ot e ct e d s a m pli n g is p r ef e r a bl e i n b r o n c h os c o pi c st u di es of t h e ai r w a y 
mi c r o bi o m e   
Gr ø ns et h, R. * , Dr e n g e n es, C., Wi k er, H. G., T a n g e d al, S., X u e, Y. , H us e b ø, G. R., 
S v a n es, Ø., L e h m a n n, S., A ar d al, M., H o a n g, T., K al a n a nt h a n, T., Hj ell est a d 
M arti ns e n, E. M., Or v e d al L eit e n, E., A a n er u d, M., N or d ei d e, E., H a al a n d, I., 
J o n ass e n, I., B a k k e, P., & E a g a n, T.  
E R J o p e n r es e ar c h , 3( 3), 0 0 0 1 9- 2 0 1 7. ( 2 0 1 7). 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 8 3/ 2 3 1 2 0 5 4 1. 0 0 0 1 9- 2 0 1 7 . 
  

P r ot e ct e d s a m pli n g i s p r ef e r a bl e i n
b r o n c h o s c o pi c st u di e s of t h e ai r w a y
mi c r o bi o m e
R u n e  G r ø n s et h 1 ,  C h ri sti n e  D r e n g e n e s1, 2 ,  H a r al d  G.  Wi k e r2, 3 ,  S ol v ei g T a n g e d al1, 2 ,
Y a xi n X u e 4 ,  G u n n a r  R e k st e n  H u s e b ø1, 2 ,  Øi st ei n  S v a n e s1, 2 ,  S v e r r e L e h m a n n1, 2 ,
M a rit  A a r d al 1 , T u y e n  H o a n g2 , T h a r mi ni  K al a n a nt h a n1 ,  Ei n a r  M a ri u s  Hj ell e st a d
M a rti n s e n 2 ,  Eli s e  O r v e d al L eit e n2 ,  M a ri a n n e  A a n e r u d1 ,  Eli  N o r d ei d e1, 2 ,
I n g vil d  H a al a n d1, 2 , I n g e J o n a s s e n4 ,  P e r  B a k k e2 a n d T o m a s  E a g a n 1, 2
Affili ati o n s : 1 D e pt of T h o r a ci c  M e di ci n e,  H a u k el a n d  U ni v e r sit y  H o s pit al,  B e r g e n,  N o r w a y. 2 D e pt of  Cli ni c al
S ci e n c e, F a c ult y of  M e di ci n e a n d  D e nti st r y,  U ni v e r sit y of  B e r g e n,  B e r g e n,  N o r w a y. 3 D e pt of  Mi c r o bi ol o g y,
H a u k el a n d  U ni v e r sit y  H o s pit al,  B e r g e n,  N o r w a y. 4 C o m p ut ati o n al  Bi ol o g y  U nit,  D e pt of I nf o r m ati c s,  U ni v e r sit y
of  B e r g e n,  B e r g e n,  N o r w a y.
C o r r e s p o n d e n c e :  R u n e  G r ø n s et h,  D e pt of T h o r a ci c  M e di ci n e,  H a u k el a n d  U ni v e r sit y  H o s pit al, J o n a s Li e s v ei,
B e r g e n 5 0 2 1,  N o r w a y.  E - m ail: ni el s e n r u n e @ m e. c o m
A B S T R A C T T h e ai m  w as t o e v al u at e s us c e pti bilit y of or o p h ar y n g e al c o nt a mi n ati o n  wit h v ari o us
br o n c h os c o pi c s a m pli n g t e c h ni q u es.
6 7 p ati e nts  wit h o bstr u cti v e l u n g dis e as e a n d 5 8 c o ntr ol s u bj e cts u n d er w e nt br o n c h os c o p y  wit h s m all-
v ol u m e l a v a g e ( S V L) t hr o u g h t h e  w or ki n g c h a n n el, pr ot e ct e d br o n c h o al v e ol ar l a v a g e ( P B A L) a n d bil at er al
pr ot e ct e d s p e ci m e n br us h ( P S B) s a m pli n g. S u bj e cts als o pr o vi d e d a n or al  w as h ( O W) s a m pl e, a n d n e g ati v e
c o ntr ol s a m pl es  w er e g at h er e d f or e a c h br o n c h os c o p y pr o c e d ur e.  D N A e n c o di n g b a ct eri al 1 6 S ri b os o m al
R N A  w as s e q u e n c e d a n d bi oi nf or m ati c all y pr o c ess e d t o cl ust er i nt o o p er ati o n al t a x o n o mi c u nits ( O T U),
assi g n t a x o n o m y a n d o bt ai n  m e as ur es of di v ersit y.
T h e pr o p orti o n of Pr ot e o b a ct eri a i n cr e as e d,  w h er e as Fir mi c ut es di mi nis h e d i n t h e or d er  O W, S V L,
P B A L, P S B ( p < 0. 0 1).  T h e al p h a- di v ersit y d e cr e as e d i n t h e s a m e or d er ( p < 0. 0 1).  Als o, b et a- di v ersit y v ari e d
b y s a m pli n g  m et h o d ( p < 0. 0 1), a n d vis u alis ati o n of pri n ci p al c o or di n at es a n al ys es i n di c at e d t h at diff er e n c es
i n di v ersit y  w er e s m all er b et w e e n  O W a n d S V L a n d  O W a n d P B A L s a m pl es t h a n f or  O W a n d t h e P S B
s a m pl es.  T h e or d er of s a m pli n g (l eft vers us ri g ht first) di d n ot i nfl u e n c e al p h a- or b et a- di v ersit y f or P S B
s a m pl es.
St u di es of t h e air w a y  mi cr o bi ot a n e e d t o a d dr ess t h e p ot e nti al f or or o p h ar y n g e al c o nt a mi n ati o n, a n d
pr ot e ct e d s a m pli n g  mi g ht r e pr es e nt a n a c c e pt a bl e  m e as ur e t o  mi ni mis e t his pr o bl e m.
@ E R S p u bli c ati o ns
P r ot e ct e d b r o n c h os c o pi c s a m pli n g is  m ost s uit a bl e f o r i d e ntifi c ati o n of a disti n ct ai r w a y
mi c r o bi o m e htt p:// o w.l y/ qII y 3 0 e q B 9 M
Cit e t his a rti cl e as: Gr ø ns et h  R,  Dr e n g e n es  C,  Wi k er  H G, et al . Pr ot e ct e d s a m pli n g is pr ef er a bl e i n
br o n c h os c o pi c st u di es of t h e air w a y  mi cr o bi o m e. E RJ  O p e n  Res 2 0 1 7; 3: 0 0 0 1 9- 2 0 1 7 [ htt ps:// d oi. or g/
1 0. 1 1 8 3/ 2 3 1 2 0 5 4 1. 0 0 0 1 9- 2 0 1 7].
C o p yri g ht  © E R S 2 0 1 7.  T his arti cl e is o p e n ac c ess a n d distri b ut e d u n d er t h e t er ms of t h e  Cr e ati v e  C o m m o ns  Attri b uti o n
N o n- C o m m erci al Li c e n c e 4. 0.
T his arti cl e h as s u p pl e m e nt ar y  m at eri al a v ail a bl e fr o m o p e nres. ersj o ur n als. c o m
R e c ei v e d: F e b 1 6 2 0 1 7 |  A c c e pt e d aft er r e visi o n: J u n e 2 1 2 0 1 7
S u p p ort st at e m e nt:  T h e c urr e nt  w or k h as b e e n f u n d e d t hr o u g h u nr estri ct e d gr a nts a n d f ell o ws hi ps fr o m  H els e  V est,
Gl a x o S mit h Kli n e, t h e E n d o w m e nt of  Ti m b er  M erc h a nt  A.  D el p hi n a n d  Wif e t hr o u g h t h e  N or we gi a n  M e di c al
Ass o ci ati o n a n d B er g e n  M e di c al  Res e ar c h F o u n d ati o n. F u n di n g i nf or m ati o n f or t his arti cl e h as b e e n d e p osit e d  wit h t h e
Cr ossref F u n d er  R e gistr y.
C o nfli ct of i nt erest:  Dis cl os ures c a n b e f o u n d al o n gsi d e t his arti cl e at o p e nr es. ersj o ur n als. c o m
htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 1 8 3/ 2 3 1 2 0 5 4 1. 0 0 0 1 9 - 2 0 1 7 E R J  O p e n  R e s 2 0 1 7; 3: 0 0 0 1 9 - 2 0 1 7
O RI GI N A L  A R TI C L E
AI R W A Y  MI C R O BI O M E
I nt r o d u cti o n
Hi g h-t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g h as o p e n e d u p a n e w  wi n d o w i n  mi cr o bi al e c ol o g y, e n a bli n g t h e
c h ar a ct eris ati o n of  mi cr o bi al c o m m u niti es i n bi ol o gi c al c o m p art m e nts t h o u g ht t o b e c o m pl et el y st eril e
o nl y a f e w y e ars a g o.  T h e i m pli c ati o ns f or h e alt h a n d dis e as e ar e  wi d el y u n e x pl or e d, b ut ar e li k el y t o b e
si g nifi c a nt [ 1].  Re c e nt st u di es h a ve f o u n d c o m p elli n g e vi d e n ce f or t he l u n gs t o h a ve a disti n ct  mi cr o bi o m e [ 2],
pr o vi di n g a b a ct eri al pr es e n c e  wit h  w hi c h o ur i m m u n e s yst e m i nt er a cts [ 3, 4].  As al m ost all p ul m o n ar y
dis e as es h a v e a l o c al i nfl a m m at or y c o m p o n e nt, t h ere is a p ossi bilit y of a disr u pt e d  mi cr o bi o m e b ei n g
i nt e gr al t o dis e as e p at h o g e n esis.
T h us, t h er e is a c urr e nt p us h t o c h ar a ct eris e t h e p ul m o n ar y  mi cr o bi o m e, a n d its r el ati o n t o diff er e nt
p ul m o n ar y dis e as es.  H o w e v er, s a m pli n g t h e p ul m o n ar y  mi cr o bi o m e is diffi c ult. S p ut u m is fr a u g ht  wit h
si g nifi c a nt c o nt a mi n ati o n fr o m t h e or al c a vit y, a n d p er c ut a n e o us s a m pli n g is u n pr a cti c al  wit h a hi g h ris k of
c o m pli c ati o ns li k e p n e u m ot h or a x or bl e e di n g.  T h e e m er gi n g g ol d st a n d ar d f or s a m pli n g is br o n c h os c o p y.
B ut br o n c h os c o p y als o h as its t e c h ni c al c h all e n g es, b esi d es iss u es of dis c o mf ort, c ost a n d s e d ati o n.  T h e
br o n c h os c o p e  m ust p ass t hr o u g h eit h er t h e or al or n as al c a vit y i n a d diti o n t o t h e p h ar y n g e al c a vit y, a n d
mi g ht c arr y c o nt a mi n a nts fr o m t h e u p p er air w a ys t o t h e l o w er bi o m ass c o m p art m e nt of t h e l o w er air w a ys.
S a m pl es ar e c oll e ct e d t hr o u g h t h e s a m e br o n c h os c o p e  w or ki n g c h a n n el t hr o u g h  w hi c h fl ui d is s u cti o n e d u p
a n d o ut.  T h e diff er e nt  m o d es of s a m pli n g ( br o n c h o al v e ol ar l a v a g e ( B A L) br us hi n gs, bi o psi es)  mi g ht b e
c arri e d t hr o u g h c at h et ers,  w hi c h  m a y or  m a y n ot h a v e a  w a x-s e al e d ti p t o e ns ur e st erilit y.  A d d e d t o t his is
t h e c o n u n dr u m c a us e d b y t h e c o nst a nt i nfl u x of  mi cr o bi ot a b y  mi cr o as pir ati o n a n d i n h al ati o n t h at
pr o b a bl y is r es p o nsi bl e f or  m ai nt e n a n c e a n d cr e ati o n of a l ar g e fr a cti o n of t h e l u n g  mi cr o bi o m e [ 5].
I n 2 5 st u di es of t h e h u m a n l u n g  mi cr o bi o m e s a m pli n g t h e air w a y  mi cr o bi o m e b y br o n c h os c o p y of h e alt h y
s u bj e cts [ 2– 4, 6 – 9] a n d p ati e nts  wit h c hr o ni c o bstr u cti v e p ul m o n ar y dis e as e ( C O P D) [ 1 0 – 1 4], ast h m a
[ 1 5, 1 6], i nt erstiti al l u n g dis e as e [ 1 7, 1 8], c ysti c fi br osis ( C F) [ 1 9],  HI V [ 2 0 – 2 3] a n d l u n g-tr a ns pl a nt e d
s u bj e cts [ 2 4– 2 7]; o nl y fi v e us e d pr ot e ct e d st eril e br us h es ( P S B) t o a v oi d c o nt a mi n ati o n fr o m t h e  w or ki n g
c h a n n el [ 7, 8, 1 6, 1 9, 2 2]. S o m e a ut h ors r e p ort e d t h at s u cti o n  w as n ot us e d pri or t o e nt eri n g t h e tr a c h e a
[ 2– 4, 6 – 1 0, 2 0, 2 2], a n d t hr e e st u di es us e d s e p ar at e br o n c h os c o p es f or a n a est h esi a a n d s a m pli n g of s o m e
or all p arti ci p a nts [ 3, 4, 7].  N o st u d y p erf or m e d br o n c h o al v e ol ar l a v a g e ( B A L) t hr o u g h a pr ot e ct e d
c at h et er ( pr ot e ct e d B A L), a n d n o st u d y  wit h  m or e t h a n 2 0 s a m pl e d s u bj e cts h as c o m p ar e d pr ot e ct e d  wit h
u n pr ot e ct e d s a m pli n g  m et h o ds.
I n pr e p ar ati o n f or t h e a n al ys es of a l ar g e, o n g oi n g  C O P D  mi cr o bi o m e st u d y [ 2 8],  w e s o u g ht t o r e d u c e
c o nt a mi n ati o n as  w ell as ass ess t h e p erf or m a n c e of diff er e nt s a m pli n g t e c h ni q u es. I n t h e c urr e nt p a p er  w e
pr es e nt a n al ys es t o e x a mi n e t h e d e gr e e of or o p h ar y n g e al i nfl u e n c e o n t h e air w a y  mi cr o bi o m e a p pl yi n g
pr ot e ct e d br o n c h os c o pi c s a m pli n g t e c h ni q u es. I n a d diti o n  w e pr es e nt a n a n al ysis o n t h e eff e ct of s a m pli n g
t h e l eft or ri g ht l u n g first.
M at e ri al a n d  m et h o d s
T h e d esi g n of t h e e ntir e  Mi cr o C O P D st u d y h as b e e n p u blis h e d pr e vi o usl y [ 2 8].  T h e c urr e nt a n al ysis
i n cl u d es 5 8 c o ntr ol s u bj e cts, 6 4 s u bj e cts  wit h  C O P D a n d t hre e s u bj e cts  wit h ast h m a.  All p arti ci p a nts  w er e
at l e ast 3 5 y e ars ol d a n d  w er e r e cr uit e d fr o m pr e vi o us l o n git u di n al c as e – c o ntr ol st u di es i n a d diti o n t o a
f e w v ol u nt e ers [ 2 9]. S u bj e cts h a d n eit h er a c ut e r es pir at or y s y m pt o ms n or a n y r e p ort e d us e of a nti bi oti cs or
or al c orti c orti c ost er oi ds  wit hi n t h e l ast 1 4 d a ys pri or t o br o n c h os c o p y.  Ot h er i n cl usi o n/ e x cl usi o n crit eri a
ar e list e d i n t h e s u p pl e m e nt ar y  m at eri al.
T h e  R e gi o n al  C o m mitt e e f or  M e di c al a n d  H e alt h  R es e ar c h Et hi cs a p pr o v e d t h e st u d y ( R E K  N or d, pr oj e ct
n u m b er 2 0 1 1/ 1 3 0 7).  All p arti ci p a nts pr o vi d e d  writt e n i nf or m e d c o ns e nt.
All p arti ci p a nts r e c ei v e d at l e ast 0. 4  m g of s al b ut a m ol t hr o u g h a s p a c er b ef or e t h e br o n c h os c o p y
pr o c e d ur e. Fl e xi bl e vi d e o- br o n c h os c o p y  w as p erf or m e d vi a t h e or al r o ut e i n s u pi n e p ositi o n.  N o s u cti o n
w as us e d pri or t o h a vi n g e nt er e d t h e tr a c h e a.  All s u bj e cts r e c ei v e d l o c al a n a est h esi a  wit h li d o c ai n e b ot h
b ef or e a n d d uri n g t h e pr o c e d ur e.  All b ut 1 8 s u bj e cts r e c ei v e d  mil d s e d ati o n ( alf e nt a nil ) p ar e nt er all y.
P arti ci p a nts  w er e  m o nit or e d a c c or di n g t o c urr e nt g ui d eli n es, a n d  w er e o bs er v e d f or at l e ast 2 h aft er t h e
pr o c e d ur e [ 3 0]. Si x pr o c e d ur al s a m pl es, of  w hi c h fi v e  w er e o bt ai n e d d uri n g br o n c h os c o p y,  w er e a n al ys e d
f or e a c h p arti ci p a nt: or al  w as h ( O W); t hre e pr ot e ct e d s p e ci m e n br us h es ( P S Bs) fr o m t h e ri g ht l o w er l o b e
(ri g ht P S B) a n d t hr e e fr o m t h e l eft u p p er l o b e (l eft P S B); t w o 5 0- m L fr a cti o ns of pr ot e ct e d
br o n c h o al v e ol ar l a v a g e of t h e ri g ht  mi d dl e l o b e ( P B A L 1 a n d P B A L 2); a n d s m all- v ol u m e l a v a g e ( S V L) i n
t h e l eft u p p er l o b e. I n a d diti o n,  w e i n cl u d e d n e g ati v e c o ntr ol s a m pl es ( N C Ss) fr o m t h e s a m e b ottl e of
p h os p h at e- b uff er e d s ali n e t h at  w as us e d f or t h e pr o c e d ur e of t h e c orres p o n di n g i n di vi d u al. F or 4 9
s u bj e cts,  w e e x a mi n e d t h e l eft l u n g b ef or e t h e ri g ht l u n g. B A L a n d S V L  w er e al w a ys c oll e ct e d aft er
o bt ai ni n g P S B s a m pl es. Pr ot e ct e d s p e ci m e n br us h es a n d pr ot e ct e d br o n c h o al v e ol ar l a v a g e ar e ill ustr at e d i n
s u p pl e m e nt ar y fi g ur es S 1 a n d S 2.
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B a ct eri al  D N A  w as e xtr a ct e d usi n g a c o m bi n ati o n of e n z y m ati c l ysis  wit h l ys o z y m e,  m ut a n ol ysi n a n d
l ys ost a p hi n, a n d  m e c h a ni c al l ysis  m et h o ds usi n g t h e F ast Pr e p- 2 4 as d es cri b e d b y t h e  m a n uf a ct ur ers of t h e
F ast D N A S pi n  Kit ( M P Bi o m e di c als, L L C, S ol o n,  O H,  U S A).
Li br ar y pr e p ar ati o n a n d s e q u e n ci n g of t h e  V 3- V 4 r e gi o n of t h e 1 6 S r R N A g e n e  w as c arri e d o ut a c c or di n g
t o t h e Ill u mi n a 1 6 S  M et a g e n o mi c S e q u e n ci n g Li br ar y Pr e p ar ati o n g ui d e ( P art n o. 1 5 0 4 4 2 2 3  R e v. B).  T h e
V 3- V 4 r e gi o n  w as P C R a m plifi e d ( 4 5 c y cl es) a n d pr e p ar e d f or a s u bs e q u e nt i n d e x P C R st e p usi n g pri m ers
a d a pt e d fr o m  K LI N D W O R T H et al . [ 3 1] as f oll o ws. 1 6 S a m pli c o n P C R f or w ar d pri m er ( o v er h a n g a d a pt or
s e q u e n c es ar e u n d erli n e d): 5′-T C G T C G G C A G C G T C A G A T G T G T A T A A G A G A C A G C C T A C G G G
N G G C W G C A G. 1 6 S a m pli c o n P C R r e v ers e pri m er ( o v er h a n g a d a pt or s e q u e n c es ar e u n d erli n e d):
5 ′-G T C T C G T G G G C T C G G A G A T G T G T A T A A G A G A C A G G A C T A C H V G G G T A T C T A A T C C.  T h e s a m pl es
w er e p o ol e d a n d pr e p ar e d f or 2 × 3 0 0 c y cl es of p air e d- e n d s e q u e n ci n g o n t h e Ill u mi n a  Mis e q s e q u e n ci n g
pl atf or m usi n g r e a g e nts fr o m t h e  Mis e q r e a g e nt kit v 3 (Ill u mi n a I n c., S a n  Di e g o,  C A,  U S A).
T h e c h os e n bi oi nf or m ati c pi p eli n e  w as  Q u a ntit ati v e I nsi g hts I nt o  Mi cr o bi al E c ol o g y ( QII M E, htt p:// qii m e.
or g) v 1. 9. 1.  Aft er cr e ati n g a li br ar y of j oi n e d r e a ds, o p er ati o n al t a x o n o mi c u nits ( O T Us)  w er e pi c k e d at a
9 7 % si mil arit y t hr es h ol d, s m all  O T Us a n d  O T Us s e e n i n n e g ati v e c o ntr ol s a m pl es  w er e r e m o v e d,
t a x o n o m y  w as assi g n e d t o t h e  O T Us a n d a p h yl o g e n eti c tr e e  w as c o nstr u ct e d aft er ali g n m e nt.  We us e d t h e
Gr e e n G e n es v ersi o n 1 3. 8 as r ef er e n c e d at a b as e [ 3 2]. F urt h er d et ails o n t h e bi oi nf or m ati c pr o c e d ur es c a n
b e f o u n d i n t h e s u p pl e m e nt ar y  m at eri al.
Diff er e n c es i n r el ati v e a b u n d a n c e of t a x a  w er e e v al u at e d b y a p pl yi n g a b et a distri b uti o n a n d
n o n- p ar a m etri c tr e n d t ests.  Al p h a- di v ersit y  w as e v al u at e d usi n g F ait h ’s p h yl o g e n eti c di v ersit y ( P D), or
“ P D  w h ol etr e e ” . B et a- di v ersit y  w as esti m at e d  wit h u n w ei g ht e d  U ni Fr a c a n d vis u alis e d b y pri n ci p al
c o or di n at es a n al ys es ( P C o A) [ 3 3].  Di v ersit y a n al ys es r e q uir e a si mil ar n u m b er of s e q u e n c es i n e a c h
s a m pl e,  w hi c h  w as e ns ur e d b y r ar ef a cti o n. St atisti c al si g nifi c a n c e f or al p h a- di v ersit y a n d b et a- di v ersit y
b et w e e n s a m pli n g  m et h o ds  w as e v al u at e d b y B o nf err o ni- c orr e ct e d  Wil c o x o n  m at c h e d- p airs t est i n St at a
v ersi o n 1 3. 2 ( St at a c or p,  Te x as,  U S A) a n d p er m ut ati o n al  A N O V A ( p er m a n o v a) t ests i n  QII M E,
r es p e cti v el y.
R e s ult s
O nl y t hr e e s u bj e cts h a d ast h m a: t w o  m e n a n d o n e  w o m a n.  T h e 6 4  C O P D s u bj e cts  w er e sli g htl y ol d er,
i n cl u d e d  m ore  m e n a n d h a d a l ar g er t o b a c c o-s m o ki n g b ur d e n t h a n t h e 5 8 c o ntr ol s u bj e cts (t a bl e 1).
F or e a c h of t h e 1 2 5 p arti ci p a nts, s e v e n s a m pl es  w er e s e q u e n c e d ( n e g ati v e c o ntr ol s a m pl e,  O W, ri g ht P S B,
P B A L 1, P B A L 2, l eft P S B, S V L).  A t ot al of 1 2. 5  milli o n s e q u e n c es  w er e o bt ai n e d fr o m t h e si x pr o c e d ur al
s a m pl es aft er bi oi nf or m ati cs cl e a n- u p, as d es cri b e d i n t h e  m et h o ds s e cti o n. F or al p h a- a n d b et a- di v ersit y,
w e r ar efi e d o ur d at a at 1 0 0 0 s e q u e n c es.
T a x o n o m y
Fi g ur e 1 s h o ws t h e t a x o n o mi c cl assifi c ati o n b y s a m pli n g  m et h o d at t h e p h yl u m l e v el.  As t h e d e gr e e of
pr ot e cti o n fr o m i nfl u e n c e of or al e n vir o n m e nt i n cre as e d, t h e pr o p orti o n of Pr ot e o b a ct eri a i n cr e as e d,
w h er e as Fir mi c ut es di mi nis h e d ( p < 0. 0 1).  At t h e g e n us l e v el all s a m pl e t y p es  w h er e d o mi n at e d b y
str e pt o c o c ci, b ut t h e  m e a n pr o p orti o n of t h e l ar g est Stre pt oc occ us O T U s h o w e d t h e s a m e d e cli ni n g p att er n
b y s a m pl e t y p e ( O W 1 4. 5 %, S V L 1 3. 6 %, P B A L 1 1 1. 8 %, P B A L 2 1 1. 3 %, ri g ht P S B 8, 6 % a n d l eft P S B 5. 4 %;
n o n- p ar a m etri c tr e n d t est p < 0. 0 0 1).
T A B L E 1  C h a r a ct e ri sti c s of 1 2 5 s u bj e ct s of t h e  Mi c r o C O P D st u d y
C O P D A st h m a C o nt r ol
S u bj e ct s 6 4 3 5 8
M al e s 3 4 ( 5 3. 1 %) 2 ( 6 7. 7 %) 3 4 ( 5 8. 6 %)
C u r r e nt s m o k e r s 1 5 ( 2 3. 4 %) 0 1 6 ( 2 7. 6 %)
E x - s m o k e r s 4 8 ( 7 5. 0 %) 2 ( 6 7. 7 %) 3 5 ( 6 0. 3 %)
N e v e r - s m o k e r s 1 ( 1. 6 %) 1 ( 3 3. 3 %) 7 ( 1 2. 1 %)
S m o ki n g e x p o s u r e p a c k - y e a r s 2 8. 4 9 ± 1 6. 0 8 2 0. 8 8 ± 2 4. 2 2 2 2. 8 3 ± 1 8. 5 5
F E V 1 % p r e di ct e d 5 6. 8 3 ± 1 6. 3 0 8 8. 3 1 ± 1 1. 3 7 1 0 0. 7 1 ± 1 1. 0 0
A g e y e a r s 6 8. 7 3 ± 7. 2 3 6 4. 4 1 ± 9. 1 6 4. 8 9 ± 8. 4 3
U s e of i n h al e d c o rti c o st e r oi d s 4 4 ( 6 8. 8 %) 1 ( 3 3. 3 %) 1 ( 1. 7 %)
D at a a r e p r e s e nt e d a s  m e a n ± S D u nl e s s ot h e r wi s e st at e d.  C O P D: c h r o ni c o b st r u cti v e p ul m o n a r y di s e a s e;
F E V 1 : f o r c e d e x pi r at o r y v ol u m e i n 1 s.
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Al p h a - di v e r sit y
Fi g ur e 2 s h o ws a b o x pl ot of t h e al p h a- di v ersit y  m etri c, F ait h ’s p h yl o g e n eti c di v ersit y, b y s a m pli n g  m et h o d
a n d b y dis e as e c at e g or y, e x cl u di n g t h e t hr e e ast h m a s u bj e cts.  T h e p h yl o g e n eti c di v ersit y  wit hi n a s a m pl e is
a n i n di c ati o n of ri c h n ess as t h e di v ersit y i n cre as es b ot h  w h e n a hi g h er n u m b er of diff er e nt  O T Us are
pr es e nt, a n d  w h e n t h e p h yl o g e n eti c dist a n c e is l ar g er  wit hi n t h e p h yl o g e n eti c tr e e (l ess g e n eti c all y si mil ar).
B o nf err o ni- c orr e ct e d  Wil c o x o n  m at c h e d- p airs si g n e d-r a n ks t ests s h o w e d t h at t h e or al  w as h s a m pl es  w er e
m or e al p h a- di v ers e t h a n all ot h er s a m pli n g  m et h o ds ( p < 0. 0 0 1).  T h e di v ersit y  w as l o w er i n  C O P D p ati e nts




















S a m pli n g m et h o d
O W  S V L  B A L 1  B A L 2  Ri g ht P S B L eft P S B
T M 7
F u s o b a ct e ri a
B a ct e r oi d et e s
P r ot e o b a ct e ri a
A cti n o b a ct e ri a
Fi r mi c ut e s
U n a s si g n e d
FI G U R E 1 M e a n t a x o n o mi c di st ri b uti o n at t h e p h yl u m l e v el, b y s a m pli n g  m et h o d, f o r all 1 2 5 i n di vi d u al s
( u n r a r efi e d).  O W: o r al  w a s h; S V L: s m all - v ol u m e l a v a g e i n t h e l eft u p p e r l o b e;  B A L 1: fi r st f r a cti o n of p r ot e ct e d
b r o n c h o al v e ol a r l a v a g e ( B A L) f r o m ri g ht  mi d dl e l o b e;  B A L 2: s e c o n d f r a cti o n of p r ot e ct e d  B A L f r o m ri g ht
mi d dl e l o b e;  P S B: p r ot e ct e d s p e ci m e n b r u s h f r o m ri g ht l o w e r l o b e a n d l eft u p p e r l o b e.  N o l e g e n d f o r


























C O P D  C o nt r ol
S V L
C O P D  C o nt r ol
P B A L 1
C O P D  C o nt r ol
P B A L 2
C O P D  C o nt r ol
Ri g ht P S B
C O P D  C o nt r ol
L eft P S B
C O P D  C o nt r ol
FI G U R E 2 B o x - pl ot of al p h a - di v e r sit y  m e a s u r e d b y  w h ol et r e e p h yl o g e n eti c diff e r e n c e s g r o u p e d a c c o r di n g t o s a m pli n g  m et h o d a n d c h r o ni c
o b st r u cti v e p ul m o n a r y di s e a s e ( C O P D) st at u s.  R a r efi e d at 1 0 0 0 s e q u e n c e s.  O W: o r al  w a s h s a m pl e; S V L: s m all - v ol u m e l a v a g e f r o m l eft u p p e r l o b e;
P B A L 1: fi r st f r a cti o n of p r ot e ct e d b r o n c h o al v e ol a r l a v a g e ( B A L);  P B A L 2: s e c o n d f r a cti o n of p r ot e ct e d  B A L; ri g ht  P S B: p r ot e ct e d s p e ci m e n b r u s h
f r o m ri g ht l o w e r l o b e; l eft  P S B: p r ot e ct e d s p e ci m e n b r u s h f r o m l eft u p p e r l o b e.
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w er e l ess e x p os e d t o p ot e nti al or al a n d br o n c h os c o p e c o nt a mi n ati o n ( O W > S V L > P B A L 1 >
P B A L 2 >ri g ht P S B >l eft P S B, n o n- p ar a m etri c tr e n d t est p < 0. 0 1).
B et a - di v e r sit y
T o c o m p ar e b et w e e n s a m pl e c o m p ositi o ns ( b et a- di versit y),  w e c o nstr u ct e d pri n ci p al c o or di n at es a n al ysis
( P C o A) pl ots of u n w ei g ht e d  U ni Fr a c dist a n c es i n cl u di n g all pr o c e d ur al s a m pl es. Fi g ur e 3 s h o ws t h e P C o A
pl ots f or t h e or al  w as h vers us e a c h of t h e ot h er s a m pli n g  m et h o ds. E a c h d ot r e pr es e nts a di v ersit y
m e as ur e m e nt f or o n e s a m pl e, a n d t h e  O W s a m pl e is al w a ys s h o w n i n gr e e n.  As c a n b e s e e n,  m ost
r es pir at or y tr a ct s a m pl es cl ust er e d diff er e ntl y fr o m t h e  O W s a m pl es, b ut t h e vis u al i m pr essi o n is t h at t h e
diff er e n c es i n di v ersit y  w er e s m all er b et w e e n  O W a n d S V L a n d  O W a n d P B A L s a m pl es t h a n f or  O W a n d
t h e P S B s a m pl es.  A n ot h er  w a y of c o m p ari n g t h e b et a- di v ersit y  w as e m pl o y e d usi n g a p er m a n o v a t est;
esti m ati n g t h e b et a- di v ersit y b et w e e n  O W s a m pl es a n d e a c h of t h e ot h er s a m pli n g  m et h o ds.  T his  m et h o d
t ests t o  w hi c h d e gr e e t h e v ari ati o n i n a  m atri x of  U ni Fr a c dist a n c es c a n b e e x pl ai n e d b y a n i m p os e d
c at e g oris ati o n ( i. e. s a m pli n g  m et h o d).  O v er all p er m a n o v a t est c o nfir m e d t h at t h e b et a- di v ersit y diff er e d b y
s a m pli n g  m et h o d ( ps e u d o F 8. 7 3, p = 0. 0 0 1, 9 9 9 p er m ut ati o ns).  W h e n t h e dist a n c e  m atri x  w as s plit
a c c or di n g t o t h e c o m p aris o ns i n fi g ur e 3, all  w er e si g nifi c a nt ( p < 0. 0 1, p er m a n o v a, c orre ct e d f or  m ulti pl e
c o m p aris o n),  wit h t h e p er m a n o v a ps e u d o F-st atisti c gr a d u all y i n cre asi n g f or t h e c o m p aris o n of  O W  wit h
S V L, P B A L 1, P B A L 2, ri g ht P S B a n d l eft P S B r es p e cti v el y, a g ai n i n di c ati n g t h at P S B s a m pl es  w er e  m or e
cl e arl y s e p ar at e d fr o m  O W s a m pl es t h a n S V L a n d P B A L.
Fi n all y  w e i n v esti g at e d  w h et h er t h e or d er of s a m pli n g (l eft vers us ri g ht l u n g first) i nfl u e n c e d al p h a- a n d
b et a- di versit y i n P S B s a m pl es.  We f o u n d n o si g nifi c a nt diff ere n c e i n al p h a- or b et a- di versit y f or t h e ri g ht or
t h e l eft P S Bs as j u d g e d b y p h yl o g e n eti c di v ersit y a n d u n wei g ht e d  U ni Fr ac (s u p pl e m e nt ar y fi g ures S 3 a n d S 4).
Di s c u s si o n
We h a v e s h o w n t h at pr ot e ct e d B A L a n d pr ot e ct e d br us h s a m pl es diff er e d  m or e fr o m or al  w as h s a m pl es
t h a n u n pr ot e ct e d l a v a g e t hr o u g h t h e br o n c h os c o p e  w or ki n g c h a n n el.  T h us, u n pr ot e ct e d s a m pli n g of t h e
air w a y  mi cr o bi o m e  mi g ht c o n v e y a n i m a g e of a  mi cr o bi o m e t h at is  m ore si mil ar t o t h e or al  mi cr o bi o m e,
t h a n it  w o ul d h a v e b e e n  wit h pr ot e ct e d s a m pli n g.
O r al w a s h
S m all v ol u m e l a v a g e, L U L
P r ot e ct e d B A L, f r a cti o n 1, R M L
P r ot e ct e d B A L, f r a cti o n 2, R M L
P r ot e ct e d b r u s h, R L L
P r ot e ct e d b r u s h, L U L
FI G U R E 3 P ri n ci p al c o o r di n at e s a n al y s e s o n u n w ei g ht e d  U ni F r a c di st a n c e  m at ri x c o m p a ri n g s a m pli n g  m et h o d s i n t h e  Mi c r o C O P D t o o r al  w a s h
s a m pl e s.  R a r efi e d at 1 0 0 0 s e q u e n c e s. L U L: l eft u p p e r l o b e;  B A L: b r o n c h o al v e ol a r l a v a g e;  R M L: ri g ht  mi d dl e l o b e;  R L L: ri g ht l o w e r l o b e.
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T o o ur b est k n o wl e d g e t his is t h e first st u d y t h at pr es e nts b ot h pr ot e ct e d br us h a n d pr ot e ct e d l a v a g e
s a m pli n g as c o m p ar e d  wit h b ot h t h e or al  mi cr o bi o m e a n d u n pr ot e ct e d s a m pli n g.  Wit h  m ore t h a n 1 2 0
e x a mi n e d s u bj e cts it is b y t o d a y t h e l ar g est si n gl e sit e br o n c h os c o p y st u d y of t h e l u n g  mi cr o bi o m e.
As ot h er a ut h ors  w e fi n d e vi d e n c e of a l u n g  mi cr o bi o m e s e p ar at e d fr o m t h e or al  mi cr o bi o m e b y a l ar g er
fr a cti o n of Pr ot e o b a ct eri a a n d a pr o p orti o n at el y l o w er fr a cti o n of Fir mi c ut es [ 2, 8, 1 5, 2 0].  H o w e v er, SE G A L
a n d ass o ci at es [ 3, 4]  m ai nl y f o u n d t h at t h e air w a y  mi cr o bi o m e  w as c h ar a ct eris e d b y e nri c h m e nt fr o m
s u pr a gl otti c ar e as of t h e r es pir at or y tr a ct, a n d i n p arti c ul ar b y Pre v ot ell a a n d Veill o n ell a O T Us,  w hi c h ar e
B a ct eri o d et es a n d Fir mi c ut es, r es p e cti v el y.  T h e y e x a mi n e d 4 9 s u bj e cts,  wit h s u pr a gl otti c br us h es a n d B A L
t hr o u g h t h e  w or ki n g c h a n n el, a n d o bs er v e d t h at t w o cl ust ers d o mi n at e d air w a y s a m pl es: o n e d o mi n at e d
b y  O T Us pr es e nt i n n e g ati v e c o ntr ol s a m pl es, a n d o n e d o mi n at e d b y  O T Us pr es e nt i n s u pr a gl otti c
br us h es.  O n e i nt er pr et ati o n  mi g ht b e t h at t h es e t w o cl ust ers r e pr es e nt t w o diff er e nt  m o d aliti es of
c o nt a mi n ati o n, t h e first o n e fr o m l a b or at or y pr o c e d ur es a n d t h e s e c o n d fr o m br o n c h os c o pi c c arr y o v er.
S E G A L et al. ar g u e t h at if it  w as br o n c h os c o pi c c arr y- o v er, t h e y  w o ul d h a v e o bs er v e d a dil uti o n al eff e ct
w h e n t h e y c o m p ar e d a first B A L of t h e li n g ul a,  wit h t h e s e c o n d B A L of t h e ri g ht  mi d dl e l o b e.  H o w e v er,
t his c o m p aris o n  w as d o n e f or o nl y 1 5 i n di vi d u als, a n d a n at o mi c all y o n e  mi g ht e x p e ct l o w er bi o m ass i n
t h e li n g ul a t h a n t h e ri g ht  mi d dl e l o b e.
Ot h er a ut h ors h a v e als o i n v esti g at e d t h e p ossi bilit y of br o n c h os c o pi c c arr y o v er. B A S SI S et al. e x a mi n e d or al
w as h s a m pl es of 1 2 s u bj e cts a n d c o m p ar e d t h e m  wit h a first B A L of t h e li n g ul a a n d a s e c o n d B A L of t h e
ri g ht  mi d dl e l o b e [ 6].  T h e y di d n ot fi n d a n y diff er e n c e i n q u a ntit ati v e P C R b et w e e n t h e first a n d s e c o n d
B A L, a n d n o diff er e n c e i n b et a- di v ersit y  w h e n c o m p ari n g t h e  O W  wit h t h e t w o B A Ls.  T h eir i nt er pr et ati o n
w as t h at if t h ere  w as si g nifi c a nt c arr y o v er, t h ere s h o ul d h a v e b e e n o bs er ve d s o m e s ort of dil uti o n al eff e ct.
N e v ert h el ess, t h e t w o s a m pl e d sit es ar e s e p ar at e d b y t h e c ari n a, a n d t h e br o n c h os c o p e  m ust b e
r e p ositi o n e d b et w e e n s a m pli n g, a n d t h es e t w o sit es ar e i n d e e d i n diff er e nt c o m m u ni c ati o n  wit h t h e
o utsi d e  w orl d, p ossi bl y l e a di n g t o a n a pri ori l ar g er bi o m ass i n t h e ri g ht l u n g.  Als o,  DI C K S O N et al.
c o m p ar e d s u pr a gl otti c br us h es  wit h P S B a n d B A L t hr o u g h t h e  w or ki n g c h a n n el [ 8]. I n pri n ci p al
c o m p o n e nt a n al ys es of b et a- di v ersit y t h e y f o u n d n o cl ust eri n g b y s a m pl e t y p e, e x c e pt t h at t h e s u pr a gl otti c
s a m pl es diff er e d fr o m t h e i ntr a p ul m o n ar y s a m pl e c o m m u niti es.  H o w e v er, b y p erf or mi n g u n pr ot e ct e d B A L
b ef or e P S B, r esi d u al B A L fl ui d  mi g ht h a v e aff e ct e d t h e br us h ar e as  m a ki n g t h e m  m or e si mil ar t o t h e B A L
s a m pl e sit es. Fi n all y, 1 5 s a m pl e d s u bj e cts  mi g ht n ot b e s uffi ci e nt t o d et e ct t h e diff er e n c es  w e o bs er v e d i n
t h e c urr e nt st u d y  wit h  m or e t h a n 1 0 0 p arti ci p a nts.
It is q uit e pl a usi bl e t h at  mi cr o b es  mi gr at e fr o m t h e or o p h ar y n g e al c a vit y t o t h e air w a ys, g e n er ati n g a
n or m al o v erl a p b et w e e n t h e or o p h ar y n g e al a n d air w a y  mi cr o bi o m es [ 5]. B ut as  w e h a v e s h o w n, c o- e xisti n g
s a m pl e c o nt a mi n ati o n li k el y als o is a n iss u e.  T h e or o p h ar y n g e al  mi cr o bi o m e h as a k n o w n l ar g e bi o m ass,
wit h a hi g h di v ersit y. B y p assi n g t hr o u g h t his c a vit y, c o nt a mi n ati o n t o t h e o utsi d e of t h e br o n c h os c o p e
i n cl u di n g its ti p is i n e vit a bl e.  Us e of s u cti o n  will c o nt a mi n at e t h e  w or ki n g c h a n n el [ 7]. Si n c e t h e or al
bi o m ass is  m u c h gr e at er t h a n t h e air w a y bi o m ass, e v e n a s m all c o nt a mi n ati o n  will h a v e a dis pr o p orti o n at e
eff e ct o n t h e s u p p os e d air w a y  mi cr o bi o m e if t h e u n pr ot e ct e d  m e as ur e m e nts ar e p erf or m e d t hr o u g h t h e
w or ki n g c h a n n el.  Usi n g t h e  w or ki n g c h a n n el f or u n pr ot e ct e d l a v a g e r e p e at e dl y at diff er e nt l o b es  will l e a d
t o c o nt a mi n ati o n fr o m o n e l o b e t o a n ot h er.  Usi n g l ar g er v ol u m e l a v a g e  m a y n e g at e t his eff e ct t o s o m e
d e gr e e, b ut n ot eli mi n at e t h e pr o bl e m.
R es ults fr o m t h e c urr e nt st u d y s u g g est t h at pr ot e ct e d s h e et s a m pli n g is t h e s u p eri or s a m pli n g
m et h o d ol o g y.  C o m p ari n g u n pr ot e ct e d S V L a n d P S B b ot h t a k e n fr o m t h e u p p er l eft l o b e i n o ur st u d y, S V L
w as  m ost si mil ar t o t h e or al s a m pl e b y vis u al ass ess m e nt of t h e 1 0  m ost a b u n d a nt t a x a, a n d li k e wis e b ot h
b y al p h a- a n d b et a- di v ersit y.  A dir e ct c o m p aris o n of pr ot e ct e d a n d u n pr ot e ct e d l a v a g e fr o m t h e s a m e l o b e
is i m p ossi bl e, as a n y  w as hi n g  will i m p a ct t h e c o nt e nts of l at er  w as hi n gs.  H o w e v er, t h e di v ersit y of P B A L
fr o m t h e ri g ht  mi d dl e l o b e  w as i nt er m e di at e b et w e e n t h at f o u n d i n  O W a n d t h at f o u n d i n t h e P S B.
B esi d es t h e a b o v e- m e nti o n e d st u d y b y  D I C K S O N a n d c oll e a g u es [ 8], o nl y t w o ot h er st u di es h a v e c o m p are d
P S Bs t o ot h er s a m pli n g  m et h o ds [ 7, 1 9].  C H A R L S O N et al. [ 7] s a m pl e d l a b or at or y r e a g e nts, t h e
br o n c h os c o p e its elf d uri n g v ari o us p arts of t h e pr o c e d ur e, a n d t h e or o p h ar y n g e al  mi cr o bi o m e i n a d diti o n
t o B A L t hr o u g h t h e  w or ki n g c h a n n el a n d P S Bs.  T h e y c o n cl u d e d t h at t h e  mi cr o bi o m e fr o m t h e l o w er
r es pir at or y tr a ct  w as i n dis cri mi n at e fr o m t h e or o p h ar y n g e al  mi cr o bi o m e irr es p e cti v e of s a m pli n g  m et h o d.
H o w e v er, t h e st u d y i n cl u d e d o nl y o n e P S B p er s a m pli n g, h a d l o w er s e q u e n ci n g d e pt h t h a n t h e c urr e nt
st u d y, i n cl u d e d o nl y si x h e alt h y i n di vi d u als a n d t h er e  w er e n o a dj ust m e nts  m a d e f or  O T Us s e e n i n t h e
n e g ati ve c o ntr ol s a m pl es [ 7].  H O G A N et al. c o m p ar e d P S B, a n d S V L s a m pl es of ni n e  C F p ati e nts [ 1 9]. F or
ei g ht  C F p ati e nts  w h o h a d P S B a n d S V L t a k e n fr o m t h e s a m e l o b e, di v ersit y  w as c o nsist e ntl y hi g h er i n t h e
P S B s a m pl es [ 1 9], t h e o p p osit e of o ur fi n di n gs.  H O G A N et al. e m pl o y e d t h e P S B o nl y at visi bl e  m u c us
pl u gs, a n d t h e air w a ys of a d ult  C F p ati e nts ar e p er h a ps n o l o n g er r e pr es e nti n g a l o w bi o m ass
e n vir o n m e nt. I n a d diti o n t h e n u m b er of st u d y s u bj e cts  w as li mit e d.
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T h e  m ai n str e n gt h of o ur st u d y  w as c o m pr e h e nsi v e s a m pli n g of a l ar g e, h et er o g e n e o us s a m pl e of s u bj e cts
wit h a n d  wit h o ut  C O P D,  w hil e t a ki n g pr e c a uti o ns t o a v oi d e x c essi v e i nfl u e n c e fr o m l a b or at or y a n d
br o n c h os c o pi c c o nt a mi n ati o n.  H o w e v er, s o m e p ot e nti al  w e a k n ess es s h o ul d b e a c k n o wl e d g e d. First,  w e
h a v e n ot p erf or m e d q u a ntit ati v e P C R, a n d t h us c a n n ot c o n cl u d e r e g ar di n g t h e a m o u nt of 1 6 S r R N A g e n e
c o pi es i n t h e s a m pl es b ef or e a m plifi c ati o n. S e c o n d, o ur a n al ys es d o n ot i n cl u d e a  m o c k c o m m u nit y, a n d
w e are t h er ef or e n ot a bl e t o pr o vi d e s e q u e n ci n g err or r at es f or t h e c urr e nt st u d y.  We c o ul d als o h a v e
s pi k e d o ur s a m pl es  wit h b a ct eri a t h at  w o ul d h a v e i n di c at e d t h e effi ci e n c y of o ur  D N A e xtr a cti o n.  T hir d,
pr e- br o n c h os c o p y all p arti ci p a nts r e c ei v e d 0. 4  m g s al b ut a m ol.  T his  w as d o n e f or o bt ai ni n g
pr e- br o n c h os c o p y p ost- br o n c h o dil at or l u n g f u n cti o n v al u es, b ut h a d t h e a d d e d b e n efit of pr ot e cti n g
a g ai nst pr o c e d ur al br o n c h os p as m. S al b ut a m ol  w as gi v e n as a n a er os ol t hr o u g h l ar g e v ol u m e s p a c ers t h at
ar e cl e a n e d d ail y, a n d  w e ar e n ot a w are of r e p orts o n c o nt a mi n ati o n t hr o u g h  m et er e d d os e i n h al ers.
F urt h er m or e, si n c e b ot h p ati e nts a n d c o ntr ols r e c ei v e d s al b ut a m ol, o ur c o n cl usi o ns s h o ul d n ot b e aff e ct e d.
F o urt h, s o m e r es ults ar e diffi c ult t o c o m p ar e  wit h t h os e of ot h er a ut h ors b e c a us e of diff er e n c es i n  D N A
e xtr a cti o n, P C R a m plifi c ati o n, s e q u e n ci n g a n d bi oi nf or m ati c a p pr o a c h.  T his is t h e r es ult of a fi el d  w h er e
st a n d ar ds f or 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n st u di es of  mi cr o bi al c o m m u niti es c urr e ntl y d o n ot e xist.  T o
f a cilit at e r e pr o d u ci bilit y  w e h a v e us e d  w ell- d o c u m e nt e d a n al yti c a p pr o a c h es a n d  m ostl y d ef a ult s etti n gs f or
o ur bi oi nf or m ati c pi p eli n e ( QII M E), i n a d diti o n t o usi n g pri m ers a n d P C R r e c o m m e n d ati o ns fr o m a
m aj or n e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g pr o vi d er (Ill u mi n a).  R e g ar dl ess of t his,  w e c a n n ot r ul e o ut t h at s o m e of
o ur fi n di n gs o nl y p ert ai n t o t h e c urr e nt s et of  m et h o d ol o gi c al c h oi c es s u c h as t h e c h oi c e of s e q u e n ci n g
h y p er v ari a bl e r e gi o n  V 3 V 4 [ 3 4].  T o  mi ni mis e t h e i nfl u e n c e of s m all/s p uri o us  O T Us  w e h a v e e x cl u d e d
si n gl et o ns b y usi n g d ef a ult s etti n gs i n o ur  O T U pi c ki n g, a n d r e m o v e d  O T Us t h at c o nstit ut e d l ess t h a n
0. 0 0 5 % of t h e t ot al n u m b er of s e q u e n c es.
I nsi g hts c o n c er ni n g t h e air w a y  mi cr o bi o m e i n dis e as e a n d h e alt h  mi g ht pr o vi d e vit al u n d erst a n di n g of
dis e as e  m e c h a nis ms a n d pr o vi d e n e w t ar g ets f or tr e ati n g l u n g dis e as es s u c h as  C O P D, ast h m a, c ysti c
fi br osis a n d i nt erstiti al l u n g dis e as es.  H o w e v er, t o d at e o nl y a  mi n orit y of st u di es h a v e p erf or m e d
pr ot e ct e d s a m pli n g, a n d  mi g ht h a v e b e e n aff e ct e d b y e x p os ur e t o e x p os ur e t o  mi cr o bi ot a e n c o u nt er e d
b ef or e r e a c hi n g t h e s a m pl e d sit es.  We h a v e s h o w n t h at u n pr ot e ct e d s a m pli n g is li k el y t o b e aff e ct e d b y t his
p h e n o m e n o n, a n d  w e e n c o ur a g e t h e us e of pr ot e ct e d s p e ci m e n br us h es  w h e n s a m pli n g t h e air w a y
mi cr o bi ot a.
A c k n o wl e d g e m e nt s
T h e  Mi cr o C O P D st u d y is a l ar g e u n d ert a ki n g  wit h  m a n y c o ntri b uti n g p art n ers.  T h e a ut h ors  wis h t o t h a n k Lis e  M o ns e n
( D e pt of  T h or a ci c  M e di ci n e,  H a u kel a n d  U ni versit y  H os pit al, B er g e n,  N or w a y),  Hil d e g u n n Fl et e n ( D e pt of  T h or a ci c
M e di ci n e,  H a u kel a n d  U ni versit y  H os pit al, B er g e n,  N or w a y),  R a n di S a n d vi k ( D e pt of  Cli ni c al S ci e n c e, F ac ult y of  M e di ci n e
a n d  D e ntistr y,  U ni versit y of B er g e n, B er g e n,  N or w a y),  T o v e F ol kest a d ( D e pt of  Cli ni c al S ci e n c e, F a c ult y of  M e di ci n e
a n d  D e ntistr y,  U ni versit y of B er g e n, B er g e n,  N or w a y),  A n e  A a mli ( D e pt of  Cli ni c al S ci e n c e, F a c ult y of  M e di ci n e a n d
D e ntistr y,  U ni versit y of B er g e n, B er g e n,  N or w a y) a n d  Kristi n a  A p als et h ( D e pt of  T h or aci c  M e di ci n e,  H a u k el a n d
U ni versit y  H os pit al, B er g e n,  N or w a y) f or h el p  wit h d at a c oll e cti o n a n d as p e cts of l a b or at or y h a n dli n g.
R.  Gr ø ns et h  w as t h e g u ar a nt or of t h e st u d y a n d all a ut h ors h a d f ull ac c ess t o all of t h e d at a i n t h e st u d y a n d t a k e f ull
r es p o nsi bilit y f or t h e i nt e grit y of t h e d at a a n d t h e ac c ur a c y of t h e d at a a n al ysis.  R.  Gr ø ns et h,  H. G.  Wi k er,  M.  A a n er u d,
P. B a k k e a n d  T. E a g a n d esi g n e d t h e st u d y.  R.  Gr ø ns et h,  H. G.  Wi k er,  G. R.  H us e b ø,  Ø. S v a n es, S. L e h m a n n,  M.  A ar d al,
T.  K al a n a nt h a n, E. M.  Hj ell est a d  M arti ns e n, E.  Or v e d al L eit e n, E.  N or d ei d e, I.  H a al a n d, I. J o n ass e n, P. B a k k e a n d
T. E a g a n t o o k p art i n t h e d at a c oll e cti o n.  T.  H o a n g,  C.  Dr e n g e n es,  H. G.  Wi k er a n d  T.  K al a n a nt h a n p erf or m e d  D N A
e xtr a cti o n a n d hi g h-t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g a n al ys es.  R.  Gr ø ns et h,  Y.  X u e, S.  T a n g e d al,  T. E a g a n a n d I. J o n ass e n.
p erf or m e d st atisti c al a n d bi oi nf or m ati c a n al ys es.  D at a  w er e i nt er pret e d b y  R.  Gr ø ns et h,  C.  Dr e n g e n es,  H. G.  Wi k er,
S.  T a n g e d al,  Y.  X u e, I.  H a al a n d, I. J o n ass e n a n d  T. E a g a n.  R.  Gr ø ns et h,  C.  Dr e n g e n es, S.  T a n g e d al a n d  T. E a g a n dr aft e d
t h e p a p er.  All a ut h ors r e vis e d t h e dr aft a n d a p pr o ve d t h e versi o n t o b e p u blis h e d.
R ef e r e n c e s
1 C h o I, Bl as er  MJ.  T h e h u m a n  mi cr o bi o m e: at t h e i nt erf a c e of h e alt h a n d dis e as e. N at  Re v  G e n et 2 0 1 2; 1 3:
2 6 0 – 2 7 0.
2 M orris  A, B e c k J M, S c hl oss P D, et al. C o m p aris o n of t h e r es pir at or y  mi cr o bi o m e i n h e alt h y n o ns m o kers a n d
s m o kers. A m J  Res pir  Crit  C are  M e d 2 0 1 3; 1 8 7: 1 0 6 7 – 1 0 7 5.
3 S e g al L N,  Al e ks e y e n k o  A V,  Cl e m e nt e J C, et al. E nri c h m e nt of l u n g  mi cr o bi o m e  wit h s u pr a gl otti c t a x a is ass o ci at e d
wit h i n cr e as e d p ul m o n ar y i nfl a m m ati o n. Micr o bi o m e 2 0 1 3; 1: 1 9.
4 S e g al L N,  Cl e m e nt e J C,  Ts a y J C, et al. E nri c h m e nt of t h e l u n g  mi cr o bi o m e  wit h or al t a x a is ass o ci at e d  wit h l u n g
i nfl a m m ati o n of a  T h 1 7 p h e n ot y p e. N at  Micr o bi ol 2 0 1 6; 1: 1 6 0 3 1.
5 Di c ks o n  R P, Er b- D o w n w ar d J R,  M arti n e z FJ, et al. T h e  mi cr o bi o m e a n d t h e r es pir at or y tr a ct. A n n u  Re v P h ysi ol
2 0 1 6; 7 8: 4 8 1 – 5 0 4.
6 B assis  C M, Er b- D o w n w ar d J R,  Di c ks o n  R P, et al. A n al ysis of t h e u p p er r es pir at or y tr a ct  mi cr o bi ot as as t h e s o ur c e
of t h e l u n g a n d g astri c  mi cr o bi ot as i n h e alt h y i n di vi d u als. M Bi o 2 0 1 5; 6: e 0 0 0 3 7 – 1 5.
7 C h arls o n E S, Bitti n g er  K,  H a as  A R, et al. T o p o gr a p hi c al c o nti n uit y of b a ct eri al p o p ul ati o ns i n t h e h e alt h y h u m a n
r es pir at or y tr act. A m J  Res pir  Crit  C are  M e d 2 0 1 1; 1 8 4: 9 5 7 – 9 6 3.
8 Di c ks o n  R P, Er b- D o w n w ar d J R, Fre e m a n  C M, et al. S p ati al v ari ati o n i n t h e h e alt h y h u m a n l u n g  mi cr o bi o m e a n d
t h e a d a pt e d isl a n d  m o d el of l u n g bi o g e o gr a p h y. A n n  A m  T h or ac S oc 2 0 1 5; 1 2: 8 2 1 – 8 3 0.
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9 V e n k at ar a m a n  A, B assis  C M, B e c k J M, et al. A p pli c ati o n of a n e utr al c o m m u nit y  m o d el t o ass ess str u ct uri n g of
t h e h u m a n l u n g  mi cr o bi o m e. M Bi o 2 0 1 5; 6: e 0 2 2 8 4- 1 4.
1 0 C a brer a- R u bi o  R,  G ar ci a- N u n e z  M, S et o L, et al. Mi cr o bi o m e di versit y i n t h e br o n c hi al tr acts of p ati e nts  wit h
c hr o ni c o bstr u cti ve p ul m o n ar y dis e as e. J  Cli n  Micr o bi ol 2 0 1 2; 5 0: 3 5 6 2 – 3 5 6 8.
1 1 Ei n arss o n  G G,  C o m er  D M,  M cIlr e a v e y L, et al. C o m m u nit y d y n a mi cs a n d t h e l o wer air w a y  mi cr o bi ot a i n st a bl e
c hr o ni c o bstr u cti ve p ul m o n ar y dis e as e, s m o kers a n d h e alt h y n o n-s m o k ers. T h or a x 2 0 1 6; 7 1: 7 9 5 – 8 0 3.
1 2 Er b- D o w n w ar d J R,  T h o m ps o n  D L,  H a n  M K, et al. A n al ysis of t h e l u n g  mi cr o bi o m e i n t h e “ h e alt h y ” s m o ker a n d
i n  C O P D. P L o S  O n e 2 0 1 1; 6: e 1 6 3 8 4.
1 3 Pr a g m a n  A A,  Ki m  H B,  Reill y  C S, et al. T h e l u n g  mi cr o bi o m e i n  m o d er at e a n d s e v er e c hr o ni c o bstr u cti ve
p ul m o n ar y dis e as e. P L o S  O n e 2 0 1 2; 7: e 4 7 3 0 5.
1 4 Z a k h ar ki n a  T,  H ei n z el E,  K o c z ull a  R A, et al. A n al ysis of t h e air w a y  mi cr o bi ot a of h e alt h y i n di vi d u als a n d p ati e nts
wit h c hr o ni c o bstr u cti ve p ul m o n ar y dis e as e b y  T- R F L P a n d cl o n e s e q u e n ci n g. P L o S  O n e 2 0 1 3; 8: e 6 8 3 0 2.
1 5 Hilt y  M, B ur ke  C, P e dr o  H, et al. Dis or d ere d  mi cr o bi al c o m m u niti es i n ast h m ati c air w a ys. P L o S  O n e 2 0 1 0; 5:
e 8 5 7 8.
1 6 H u a n g  YJ,  N els o n  C E, Br o di e E L, et al. Air w a y  mi cr o bi ot a a n d br o n c hi al h y p err es p o nsi ve n ess i n p ati e nts  wit h
s u b o pti m all y c o ntr oll e d ast h m a. J  All er g y  Cli n I m m u n ol 2 0 1 1; 1 2 7: 3 7 2 – 3 8 1.
1 7 G ar z o ni  C, Br u g g er S D,  Qi  W, et al. Mi cr o bi al c o m m u niti es i n t h e r es pir at or y tr a ct of p ati e nts  wit h i nt erstiti al
l u n g dis e as e. T h or a x 2 0 1 3; 6 8: 1 1 5 0 – 1 1 5 6.
1 8 M ol y n e a u x P L,  C o x  MJ,  Willis- O we n S A, et al. T h e r ol e of b a ct eri a i n t h e p at h o g e n esis a n d pr o gr essi o n of
i di o p at hi c p ul m o n ar y fi br osis. A m J  Res pir  Crit  C are  M e d 2 0 1 4; 1 9 0: 9 0 6 – 9 1 3.
1 9 H o g a n  D A,  Will g er S D,  D ol b e n E L, et al. A n al ysis of l u n g  mi cr o bi ot a i n br o n c h o al ve ol ar l a v a g e, pr ot e ct e d br us h
a n d s p ut u m s a m pl es fr o m s u bj e cts  wit h  mil d-t o- m o d er at e c ysti c fi br osis l u n g dis e as e. P L o S  O n e 2 0 1 6; 1 1:
e 0 1 4 9 9 9 8.
2 0 B e c k J M, S c hl oss P D,  V e n k at ar a m a n  A, et al. M ulti c e nt er c o m p aris o n of l u n g a n d or al  mi cr o bi o m es of
HI V-i nf e ct e d a n d  HI V- u ni nf e ct e d i n di vi d u als. A m J  Res pir  Crit  C are  M e d 2 0 1 5; 1 9 2: 1 3 3 5 – 1 3 4 4.
2 1 Cri b bs S K, U p p al  K, Li S, et al. C orr el ati o n of t h e l u n g  mi cr o bi ot a  wit h  m et a b oli c pr ofil es i n br o n c h o al ve ol ar
l a v a g e fl ui d i n  HI V i nf e cti o n. Micr o bi o m e 2 0 1 6; 4: 3.
2 2 L o z u p o n e  C,  C ot a- G o m e z  A, P al m er B E, et al. Wi d es pre a d c ol o ni z ati o n of t h e l u n g b y Tr o p h er y m a  w hi p pl ei i n
HI V i nf e cti o n. A m J  Res pir  Crit  C are  M e d 2 0 1 3; 1 8 7: 1 1 1 0 – 1 1 1 7.
2 3 T wi g g  H L,  K n o x  K S,  Z h o u J, et al. Eff e ct of a d v a n c e d  HI V I nf e cti o n o n t h e r es pir at or y  mi cr o bi o m e. A m J  Res pir
Crit  C are  M e d 2 0 1 6; 1 9 4: 2 2 6 – 2 3 5.
2 4 B ore wi c z  K, Pr a g m a n  A A,  Ki m  H B, et al. L o n git u di n al a n al ysis of t h e l u n g  mi cr o bi o m e i n l u n g tr a ns pl a nt ati o n.
F E M S  Micr o bi ol L ett 2 0 1 3; 3 3 9: 5 7 – 6 5.
2 5 Di c ks o n  R P, Er b- D o w n w ar d J R, Fre e m a n  C M, et al. C h a n g es i n t h e l u n g  mi cr o bi o m e f oll o wi n g l u n g
tr a ns pl a nt ati o n i n cl u d e t h e e m er g e n c e of t w o disti n ct Ps e u d o m o n as s p e ci es  wit h disti n ct cli ni c al ass o ci ati o ns. P L o S
O n e 2 0 1 4; 9: e 9 7 2 1 4.
2 6 Di c ks o n  R P, Er b- D o w n w ar d J R, Pr es c ott  H C, et al. Cell- ass o ci at e d b a ct eri a i n t h e h u m a n l u n g  mi cr o bi o m e.
Micr o bi o m e 2 0 1 4; 2: 2 8.
2 7 Will n er  D L,  H u g e n h olt z P,  Y er k o vi c h S T, et al. R e est a blis h m e nt of r e ci pi e nt- ass o ci at e d  mi cr o bi ot a i n t h e l u n g
all o gr aft is li n k e d t o r e d u c e d ris k of br o n c hi olitis o blit er a ns s y n dr o m e. A m J  Res pir  Crit  C are  M e d 2 0 1 3; 1 8 7:
6 4 0 – 6 4 7.
2 8 Gr ø ns et h  R,  H a al a n d I,  Wi k er  H G, et al. T h e B er g e n  C O P D  mi cr o bi o m e st u d y ( Mi cr o C O P D): r ati o n al e, d esi g n,
a n d i niti al e x p eri e n c es. E ur  Cli n  Res pir J 2 0 1 4; 1: 2 6 1 9 6.
2 9 E a g a n  T M,  U el a n d  T,  Wa g n er P D, et al. S yst e mi c i nfl a m m at or y  m ar k ers i n  C O P D: r es ults fr o m t h e B er g e n  C O P D
C o h ort St u d y. E ur  Res pir J 2 0 1 0; 3 5: 5 4 0 – 5 4 8.
3 0 D u  R a n d I A, Bl ai kl e y J, B o ot o n  R, et al. Britis h  T h or a ci c S o ci et y g ui d eli n e f or di a g n osti c fl e xi bl e br o n c h os c o p y i n
a d ults: ac cr e dit e d b y  NI C E. T h or a x 2 0 1 3; 6 8: S u p pl. 1, i 1 – i 4 4.
3 1 Kli n d w ort h  A, Pr u ess e E, S c h we er  T, et al. E v al u ati o n of g e n er al 1 6 S ri b os o m al  R N A g e n e P C R pri m ers f or
cl assi c al a n d n e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g- b as e d di versit y st u di es. N ucl eic  Aci ds  Res 2 0 1 3; 4 1: e 1.
3 2 M c D o n al d  D, Pri c e  M N,  G o o dri c h J, et al. A n i m pr o ve d  Gr e e n g e n es t a x o n o m y  wit h e x pli cit r a n ks f or e c ol o gi c al
a n d e v ol uti o n ar y a n al ys es of b a ct eri a a n d ar c h a e a. I S M E J 2 0 1 2; 6: 6 1 0 – 6 1 8.
3 3 L o z u p o n e C,  K ni g ht  R.  U ni Fr a c: a n e w p h yl o g e n eti c  m et h o d f or c o m p ari n g  mi cr o bi al c o m m u niti es. A p pl E n vir o n
Micr o bi ol 2 0 0 5; 7 1: 8 2 2 8 – 8 2 3 5.
3 4 Hi er g eist  A,  R eis c hl  U, Pri orit y PI M C Q A P, et al. M ulti c e nt er q u alit y ass ess m e nt of 1 6 S ri b os o m al
D N A-s e q u e n ci n g f or  mi cr o bi o m e a n al ys es r e v e als hi g h i nt er- c e nt er v ari a bilit y. I nt J  M e d  Micr o bi ol 2 0 1 6; 3 0 6:
3 3 4 – 3 4 2.
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G r ø ns et h et al. C o nt a mi n ati o n i n ai r w a y mi c r o bi o m e st u di es. O nli n e s u p pl e m e nt.   P a g e  1 
O nli n e s u p pl e m e nt f o r  
 
P r ot e ct e d s a m pli n g i s p r ef e r a bl e i n b r o n c h o s c o pi c st u di e s of t h e ai r w a y s 
mi c r o bi o m e 
 
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
St u d y d esi g n  
T h e d e si g n of t h e Mi c r o C O P D st u d y h a s b e e n p u bli s h e d p r e vi o u sl y ( 1). T h e c u r r e nt 
a n al y si s i n cl u d e s 5 8 c o nt r ol s u bj e ct s, 6 4 s u bj e ct s wit h C O P D, a n d 3 s u bj e ct s wit h 
a st h m a, all e x a mi n e d b et w e e n 1 1t h of A p ril, 2 0 1 3 a n d 1 4 t h of A p ril, 2 0 1 5 at t h e 
o ut p ati e nt cli ni c of t h e D e p a rt m e nt of T h o r a ci c M e di ci n e at H a u k el a n d U ni v e r sit y 
H o s pit al. All p a rti ci p a nt s w e r e at l e a st 3 5  y e a r s ol d, a n d w e r e r e c r uit e d f r o m p r e vi o u s 
l o n git u di n al c a s e- c o nt r ol st u di e s ( 2), a n d a f e w v ol u nt e e r s. P a rti ci p ati o n w a s p o st p o n e d 
f o r s u bj e ct s w h o h a d a n o n g oi n g r e s pi r at o r y s y m pt o m e x a c e r b ati o n o r h a d u s e d 
a nti bi oti c s o r o r al c o rti c o st e r oi d s wit hi n t h e l a st 1 4  d a y s. S u bj e ct s u si n g a nti- c o a g ul a nt s 
o r d o u bl e pl at el et i n hi biti o n, s u bj e ct s wit h u n st a bl e c o r o n a r y h e a rt di s e a s e, h y p o x e mi a 
( S p O 2 < 9 0 % w h e n r e c ei vi n g 3 lit e r s of o x y g e n / mi n ut e t h r o u g h a n a s al c a n ul a) , 
h y p e r c a p ni a at r e st ( p C O 2 > 6. 6 5 k P a), o r wit h k n o w n all e r gi e s a g ai n st li d o c ai n e o r 
alf e nt a nil w e r e n ot i n cl u d e d .  
 
C o nt r ol s u bj e ct s h a d a p o st- b r o n c h o dil at o r ( B D) F E V 1 / F V C r at i o ≥ 0. 7 0 a n d n o cli ni c al 
di a g n o si s of o b st r u cti v e l u n g di s e a s e a s e v al u at e d b y t h e st u d y p h y si ci a n. C O P D c a s e s 
h a d a p o st- B D F E V 1 / F V C < 0. 7 0, a n d a cli ni c al di a g n o si s of C O P D. M o d e r at e , s e v e r e a n d 
v e r y s e v e r e C O P D w a s d efi n e d a s p o st- B D F E V 1  b et w e e n 5 0 a n d 8 0 % of p r e di ct e d, < 
5 0 % of p r e di ct e d a n d < 3 0 % of p r e di ct e d b y N o r w e gi a n p r e- B D r ef e r e n c e v al u e s , 
G r ø ns et h et al. C o nt a mi n ati o n i n ai r w a y mi c r o bi o m e st u di es. O nli n e s u p pl e m e nt.   P a g e  2 
r e s p e cti v el y ( 3) . T h e R e gi o n al C o m mitt e e f o r M e di c al a n d H e alt h R e s e a r c h Et hi c s 
a p p r o v e d t h e st u d y ( R E K N o r d, p r oj e ct n u m b e r 2 0 1 1 / 1 3 0 7). All p a rti ci p a nt s p r o vi d e d 
w ritt e n i nf o r m e d c o n s e nt. 
 
S a m pl e c oll e cti o n 
All p a rti ci p a nt s r e c ei v e d at l e a st 0. 4 m g of s al b ut a m ol t h r o u g h a s p a c e r b ef o r e t h e 
b r o n c h o s c o p y p r o c e d u r e. St e ril e p h o s p h at e- b uff e r e d s ali n e ( P B S) i n b ottl e s of 5 0 0 m L 
w e r e u n s e al e d m a xi m u m 2 4 h o u r s b ef o r e t h e p r o c e d u r e. I m m e di at el y b ef o r e 
b r o n c h o s c o p y all p a rti ci p a nt s d eli v e r e d a n o r al w a s h ( O W) s a m pl e b y g a r gli n g 1 0 m L 
P B S. 1 m L of P B S f r o m t h e s a m e b ottl e w a s u s e d a s a n e g ati v e c o nt r ol s a m pl e, a n d all 
P B S fl ui d u s e d f o r s a m pl e s f o r o n e s u bj e ct c a m e f r o m t h e s a m e b ottl e.  
 
Fl e xi bl e vi d e o- b r o n c h o s c o p y w a s p e rf o r m e d vi a t h e o r al r o ut e i n s u pi n e p o siti o n. N o 
s u cti o n w a s u s e d p ri o r t o h a vi n g e nt e r e d t h e t r a c h e a. All s u bj e ct s r e c ei v e d l o c al 
a n e st h e si a wit h li d o c ai n e b ot h b ef o r e a n d d u ri n g t h e p r o c e d u r e. All b ut 1 8 s u bj e ct s 
r e c ei v e d mil d s e d ati o n alf e nt a nil p a r e nt e r all y. P a rti ci p a nt s w e r e m o nit o r e d a c c o r di n g t o 
c u r r e nt g ui d eli n e s, a n d w e r e o b s e r v e d f o r at l e a st 2 h o u r s aft e r t h e p r o c e d u r e ( 4). 
 
T h e f oll o wi n g s a m pl e s w e r e t a k e n i n t h e s a m e c o n s e c uti v e o r d e r d u ri n g b r o n c h o s c o p y:  
1. T h r e e w a x- pl u g p r ot e ct e d s p e ci m e n b r u s h e s ( P S B) f r o m t h e ri g ht l o w e r l o b e 
( C o n m e d, Uti c a, N Y, U S A). T h e t h r e e b r u s h e s w e r e c ut off wit h st e ril e s ci s s o r s, a n d 
pl a c e d t o g et h e r i n a n E p p e n d o rf t u b e wit h 1 ml P B S.  
2. P r ot e ct e d b r o n c h o al v e ol a r l a v a g e ( P B A L) of t h e ri g ht mi d dl e l o b e b y i n stilli n g t w o 
f r a cti o n s e a c h of 5 0 m L P B S ( P B A L 1 a n d P B A L 2) u si n g a w a x- pl u g p r ot e ct e d c at h et e r 
( Pl a sti m e d C o m bi c at h , L e Pl e s si s B o u c h a r d, F r a n c e).  
G r ø ns et h et al. C o nt a mi n ati o n i n ai r w a y mi c r o bi o m e st u di es. O nli n e s u p pl e m e nt.   P a g e  3 
3.  T h r e e w a x- pl u g p r ot e ct e d s p e ci m e n b r u s h e s ( P S B) f r o m t h e l eft u p p e r l o b e, t r e at e d a s 
t h e ri g ht l o b e P S B s. 
4. S m all- v ol u m e l a v a g e ( S V L) of 2 0 m L P B S i n t h e l eft u p p e r l o b e, f r o m t h e s a m e 
s e g m e nt a s t h e l eft P S B w a s t a k e n. T hi s l a v a g e w a s s a m pl e d u si n g t h e s u cti o n f r o m t h e 
b r o n c o s c o p e´ s  w o r ki n g c h a n n el, t h u s mi mi c ki n g t h e w a y B A L i s m o st oft e n s a m pl e d. 
 
F o r 4 9 p a rti ci p a nt s w e e x a mi n e d t h e l eft si d e b ef o r e t h e ri g ht (i. e a c c o r di n g t o t h e 
n u m b e ri n g a b o v e w e p e rf o r m e d s a m pl e 3., 4., 1., 2. ). 
 
D N A E xt r a cti o n 
1 8 0 0 µl of O W, P B A L a n d S V L s a m pl e s a n d 4 5 0 µl P S B a n d P B S N C s a m pl e s w e r e u s e d 
f o r D N A e xt r a cti o n. A n e q u al v ol u m e of S p ut a s ol ( O x oi d) w a s a d d e d t o t h e s a m pl e s 
f oll o w e d b y a 1 5 mi n ut e i n c u b ati o n i n a t h e r m o mi x e r ( 1 0 0 0 r p m) at 3 7 ° C. T h e b a ct e ri al 
c ell s w e r e t h e n p ell et e d b y c e nt rif u g ati o n at 1 5 7 0 0 g f o r 8 mi n ut e s. T h e s u p e r n at a nt w a s 
di s c a r d e d a n d t h e b a ct e ri al c ell s w e r e r e s u s p e n d e d i n 2 5 0 µl P B S.  
B a ct e ri al D N A w a s t h e n e xt r a ct e d f r o m t h e c ell s u si n g e n z y m ati c a n d m e c h a ni c al l y si s 
m et h o d s. A s m e c h a ni c al l y si s m et h o d s t e n d t o r e s ult i n t h e s h e a ri n g of f r e e D N A, t h e 
s a m pl e s w e r e fi r st t r e at e d wit h a n e n z y m e c o c kt ail c o n si sti n g of 2 5 µl l y s o z y m e ( 1 0 
m g / m L, Si g m a- Al d ri c h), 3 µl m ut a n ol y si n ( 2 5 K U / m L, Si g m a- Al d ri c h), 1. 5 µl l y s o st a p hi n 
( 4 0 0 0 U / m L, Si g m a- Al d ri c h) a n d 2 0. 5 µl T E 5 b uff e r ( 1 0 m M T ri s- H Cl, 5 m M E D T A, p H 8) 
a n d i n c u b at e d at 3 7° C f o r 1 h o u r i n a t h e r m o mi x e r ( 3 5 0 r p m). B ef o r e p r o c e e di n g wit h 
m e c h a ni c al c ell l y si s, t h e s a m pl e s w e r e c e nt rif u g e d at 1 5 7 0 0 g f o r 1 5 mi n ut e s t o p ell et 
a n y b a ct e ri al c ell s n ot s uffi ci e ntl y l y s e d b y t h e e n z y m e s. T h e s u p e r n at a nt c o nt ai ni n g t h e 
e xt r a ct e d D N A w a s t r a n sf e r r e d t o a n e w e p p e n d o rf t u b e a n d st o r e d at 4 ° C w hil e f u rt h e r 
p r o c e s si n g of t h e b a ct e ri al c ell p ell et. T h e p ell et w a s r e s u s p e n d e d i n 8 0 0 µl C L S- T C l y si s 
G r ø ns et h et al. C o nt a mi n ati o n i n ai r w a y mi c r o bi o m e st u di es. O nli n e s u p pl e m e nt.   P a g e  4 
b uff e r f r o m t h e F a st D N A S pi n Kit ( M P Bi o m e di c al s, L L C, S ol o n, O H, U S A) a n d t r a n sf e r r e d 
t o a L y si n g M at ri x A t u b e ( F a st D N A S pi n Kit). T h e s a m pl e w a s t h e n s u bj e ct e d t o 
m e c h a ni c al l y si s u si n g t h e F a st P r e p- 2 4 i n st r u m e nt ( M P Bi o m e di c al s) at a s p e e d s etti n g 
of 6. 0 m / s f o r 4 0 s e c o n d s. T h e l y s at e w a s t h e n p o ol e d wit h t h e s u p e r n at a nt f r o m t h e 
e n z y m e l y si s st e p a n d D N A f u rt h e r p u rifi e d a s d e s c ri b e d b y t h e m a n uf a ct u r e r s f o r t h e 
F a st D N A S pi n Kit.  
 
1 6 S r R N A li b r a r y p r e p a r ati o n a n d hi g h-t h r o u g h p ut s e q u e n ci n g 
Li b r a r y p r e p a r ati o n a n d s e q u e n ci n g of t h e V 3- V 4 r e gi o n of t h e 1 6 S r R N A g e n e w a s 
c a r ri e d o ut a c c o r di n g t o t h e Ill u mi n a 1 6 S M et a g e n o mi c S e q u e n ci n g Li b r a r y P r e p a r ati o n 
g ui d e ( P a rt # 1 5 0 4 4 2 2 3 R e v. B). T h e  V 3 - V 4 r e gi o n w a s P C R a m plifi e d a n d p r e p a r e d f o r a 
s u b s e q u e nt i n d e x P C R st e p u si n g p ri m e r s a d a pt e d f r o m Kli n d w o rt h et al. ( 5):  
  1 6 S A m pli c o n P C R F o r w a r d P ri m e r ( o v e r h a n g a d a pt o r s e q u e n c e s u n d e rli n e d) = 
5' T C G T C G G C A G C G T C A G A T G T G T A T A A G A G A C A G C C T A C G G G N G G C W G C A G 
  1 6 S A m pli c o n P C R R e v e r s e P ri m e r ( o v e r h a n g a d a pt o r s e q u e n c e s u n d e rli n e d) = 
5' G T C T C G T G G G C T C G G A G A T G T G T A T A A G A G A C A G G A C T A C H V G G G T A T C T A A T C C 
 
T h e P C R r e a cti o n w a s c a r ri e d o ut u si n g t h e f oll o wi n g c y cli n g c o n diti o n s: a n i niti al c y cl e 
at 9 5° C f o r 3 mi n ut e s f oll o w e d b y 4 5 c y cl e s of 9 5 ° C f o r 3 0 s e c o n d s, 5 5 ° C f o r 3 0 s e c o n d s, 
7 2 ° C f o r 3 0 s e c o n d s a n d a fi n al e xt e n si o n c y cl e at 7 2 ° C f o r 5 mi n ut e s. T h e i n c o r p o r ati o n 
of d u al i n d e x e s t o t h e li b r a r y i n t h e s u b s e q u e nt 8 c y cl e s of I n d e x P C R st e p w a s c a r ri e d 
o ut u si n g p ri m e r s f r o m t h e N e xt e r a X T I n d e x Kit (Ill u mi n a I n c., S a n Di e g o. C A, U S A) a n d 
e n a bl e d t h e s e q u e n ci n g of 9 6 s a m pl e s i n e a c h s et u p. T h e s a m pl e s w e r e D N A q u a ntifi e d 
u si n g t h e Q u bit d s D N A H S A s s a y Kit ( Lif e T e c h n ol o gi e s) a n d n o r m ali z e d t o 4 n M. T h e 
s a m pl e s w e r e p o ol e d a n d p r e p a r e d f o r 2 x 3 0 0 c y cl e s of p ai r e d- e n d s e q u e n ci n g o n t h e 
G r ø ns et h et al. C o nt a mi n ati o n i n ai r w a y mi c r o bi o m e st u di es. O nli n e s u p pl e m e nt.   P a g e  5 
Ill u mi n a Mi s e q s e q u e n ci n g pl atf o r m u si n g r e a g e nt s f r o m t h e Mi s e q r e a g e nt kit v 3 
(Ill u mi n a). 
 
 
St atisti cs a n d bi oi nf o r m ati cs 
T h e c h o s e n bi oi nf o r m ati c pi p eli n e w a s Q u a ntit ati v e I n si g ht s I nt o Mi c r o bi al E c ol o g y 
( QII M E - htt p: / / qii m e. o r g) v e r si o n 1. 9. 1, r u n o n M a ci nt o s h O S X u si n g t h e M a c QII M E 
p a c k a g e. T w o fil e s p e r s a m p l e f r o m t h e Ill u mi n a Mi S e q, o n e f o r w a r d r e a d, a n d o n e wit h 
r e v e r s e r e a d w a s fi r st j oi n e d wit h at l e a st a n o v e rl a p of 1 0 0 b a s e p ai r s. T h e r e s ulti n g 
fil e s w e r e m e r g e d t o o n e li b r a ry a n d s e q u e n c e s of p o o r q u alit y w e r e di s c a r d e d, 
d e m a ni n g a b a s e q u alit y s c o r e ( p h r e d s c o r e) of 1 9 o r hi g h e r. O p e r ati o n al t a x o n o mi c 
u nit s ( O T U s) w e r e pi c k e d u si n g t h e o p e n r ef e r e n c e b a s e d a p p r o a c h i n QII M E u si n g 
U cl u st wit h a 9 7 % s e q u e n c e si mil a rit y t h r e s h ol d ( 6) a n d G r e e n G e n e s v e r si o n 1 3. 8 a s t h e 
r ef e r e n c e d at a b a s e ( 7) . All O T U s t h at c o n stit ut e d l e s s t h a n 0. 0 0 0 5 % of t h e t ot al 
s e q u e n c e n u m b e r w e r e r e m o v e d ( 8). T h e G r e e n G e n e s d at a b a s e ( v. 1 3. 8) w a s al s o u s e d 
f o r t a x o n o mi c a s si g n m e nt of O T U s ( 7) wit h t h e Ri b o s o m al D at a b a s e P r oj e ct ( R D P) 
cl a s sifi e r ( 9). All s e q u e n c e s f r o m O T U s s e e n i n c o r r e s p o n di n g n e g ati v e c o nt r ol s a m pl e s 
w e r e d el et e d f o r t h e d o w n st r e a m a n al y s e s ( 1 0) . P h yl o g e n eti c t r e e c o n st r u cti o n w a s 
p e rf o r m e d wit h F a st T r e e ( 1 1), aft e r ali g n m e nt u si n g P y N A S T ( 12) . 
 
I n o r d e r t o a s s e s s si mili a rit y b et w e e n s a m pl e s o bt ai n e d b y diff e r e nt b r o n c h o s c o pi c 
s a m pli n g t e c h ni q u e s a n d t h e o r o p h a r y n g e al mi c r o bi o m e, t h e t a x o n o mi c di st ri b uti o n a n d 
di v e r sit y of O T U s f r o m t h e O W s a m pl e s w e r e c o m p a r e d t o all ot h e r s a m pl e t y p e s. Al p h a-
di v e r sit y w a s e v al u at e d u si n g F ait h' s p h yl o g e n eti c di v e r sit y ( P D) , o r “ P D w h ol et r e e”.  
B et a - di v e r sit y w a s e sti m at e d wit h u n w ei g ht e d U ni F r a c, a s w ell a s vi s u ali z ati o n of 
G r ø ns et h et al. C o nt a mi n ati o n i n ai r w a y mi c r o bi o m e st u di es. O nli n e s u p pl e m e nt.   P a g e  6 
t a x o n o mi c di st ri b uti o n of O T U s a n d b et a- di v e r sit y wit h p ri n ci p al  c o o r di n at e s a n al y s e s 
( P C o A) of U ni F r a c di st a n c e m at ri c e s f o r t h e e nti r e d at a- s et ( 1 3) .  Di v e r sit y a n al y s e s 
r e q ui r e a si mil a r n u m b e r of s e q u e n c e s i n e a c h s a m pl e, w hi c h w a s e n s u r e d b y s etti n g 
r a r ef a cti o n l e v el s. S a m pl e s wit h f e w e r s e q u e n c e s t h a n t h e r a r ef a cti o n l e v el w e r e 
e x cl u d e d, w h e r e a s a n u m b e r of s e q u e n c e s e q u al t o t h e r a r ef a cti o n l e v el w a s c h o s e n at 
r a n d o m f r o m t h e r e m ai ni n g s a m pl e s. D u e t o t h e p r e vi o u s r e m o v al of a l a r g e n u m b e r of 
s e q u e n c e s (t h e n e g ati v e c o nt r ol s a m pl e O T U s), t h e r a r ef a cti o n l e v el s w e r e r el ati v el y 
l o w. T h e p r o p o rti o n of t a x a b y s a m pl e t y p e w a s t e st e d u si n g t h e b et afit c o m m a n d i n 
St at a a s w ell a s n o n- p a r a m et ri c t r e n d t e st s. St ati sti c al si g nifi c a n c e f o r al p h a- di v e r sit y 
a n d b et a- di v e r sit y b et w e e n s a m pli n g m et h o d s w a s e v al u at e d b y B o nf e r r o ni- c o r r e ct e d 
Wil c o x o n m at c h e d- p ai r s t e st i n St at a v e r si o n 1 3. 2 ( St at a c o r p, T e x a s, U S A) a n d 
B o nf e r r o ni- c o r r e ct e d p e r m ut ati o n al A N O V A ( p e r m a n o v a) wit h 1 0 0 0 p e r m ut ati o n s i n 
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R E F E R E N C E S 
1.  Gr ø ns et h R, H a al a n d I, Wi k er H G, M arti ns e n E M H, L eit e n E O, H us e b ø G, S v a n es Ø, 
B a k k e P S, E a g a n T M. T h e B er g e n C O P D mi cr o bi o m e st u d y ( Mi cr o C O P D): r ati o n al e, 
d esi g n, a n d i niti al e x p eri e n c es. E ur o p e a n Cli ni c al R es pir at or y J o ur n al. 2 0 1 4; 1: 2 6 1 9 6.  
2.  E a g a n T M, U el a n d T, W a g n er P D, H ar di e J A, M oll n es T E, D a m as J K, A u kr ust P, 
B a k k e P S. S yst e mi c i nfl a m m at or y m ar k ers i n C O P D: r es ult s fr o m t h e B er g e n C O P D 
C o h ort St u d y. E ur R es pir J. 2 0 1 0; 3 5: 5 4 0- 5 4 8.  
3.  G uls vi k A, T ost es o n T, B a k k e P, H u m erf elt S, W eiss S T, S p ei z er F E. E x pir at or y a n d 
i ns pir at or y f or c e d vit al c a p a cit y a n d o n e-s e c o n d f or c e d v ol u m e i n as y m pt o m ati c n e v er-
s m o k ers i n N or w a y. Cli n P h ysi ol. 2 0 0 1; 2 1: 6 4 8- 6 6 0.  
4.  D u R a n d I A, Bl ai kl e y J, B o ot o n R, C h a u d h uri N, G u pt a V, K h ali d S, M a n d al S, M arti n 
J, Mill s J, N a v a ni N, R a h m a n N M, Wri g hts o n J M, M u n a v v ar M. Britis h T h or a ci c 
S o ci et y g ui d eli n e f or di a g n osti c fl e xi bl e br o n c h os c o p y i n a d ult s: a c cr e dit e d b y NI C E. 
T h or a x. 2 0 1 3; 6 8 S u p pl 1:i 1-i 4 4.  
5.  Kli n d w ort h A, Pr u ess e E, S c h w e er T, P e pli es J, Q u ast C, H or n M, Gl ö c k n er F O. 
E v al u ati o n of g e n er al 1 6 S ri b os o m al R N A g e n e P C R pri m ers f or cl assi c al a n d n e xt-
g e n er ati o n s e q u e n ci n g- b as e d di v ersit y st u di es. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 3; 4 1: e 1.  
6.  E d g ar R C. S e ar c h a n d cl ust eri n g or d ers of m a g nit u d e f ast er t h a n B L A S T. 
Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 0; 2 6: 2 4 6 0- 2 4 6 1.  
7.  M c D o n al d D, Pri c e M N, G o o dri c h J, N a wr o c ki E P, D e S a nti s T Z, Pr o bst A, A n d ers e n 
G L, K ni g ht R, H u g e n h olt z P. A n i m pr o v e d Gr e e n g e n es t a x o n o m y wit h e x pli cit r a n ks 
f or e c ol o gi c al a n d e v ol uti o n ar y a n al ys es of b a ct eri a a n d ar c h a e a. I S M E J. 2 0 1 2; 6: 6 1 0-
6 1 8.  
8.  N a v as- M oli n a J A, P er alt a- S á n c h e z J M, G o n z ál e z A, M c M ur di e P J, V á z q u e z- B a e z a Y, 
X u Z, Urs ell L K, L a u b er C, Z h o u H, S o n g S J, H u ntl e y J, A c k er m a n n G L, B er g- L y o ns 
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D, H ol m es S, C a p or as o J G, K ni g ht R. A d v a n ci n g o ur u n d erst a n di n g of t h e h u m a n 
mi cr o bi o m e usi n g QII M E. M et h o ds E n z y m ol. 2 0 1 3; 5 3 1: 3 7 1- 4 4 4.  
9.  W a n g Q, G arrit y G M, Ti e dj e J M, C ol e J R. N ai v e B a y esi a n cl assifi er f or r a pi d 
assi g n m e nt of r R N A s e q u e n c es i nt o t h e n e w b a ct eri al t a x o n o m y. A p pl E n vir o n 
Mi cr o bi ol. 2 0 0 7; 7 3: 5 2 6 1- 5 2 6 7.  
1 0. S alt er SJ, C o x MJ, T ur e k E M, C al us S T, C o o ks o n W O, M off att M F, T ur n er P, P ar k hill 
J, L o m a n NJ, W al k er A W. R e a g e nt a n d l a b or at or y c o nt a mi n ati o n c a n criti c all y i m p a ct 
s e q u e n c e- b as e d mi cr o bi o m e a n al ys es. B M C Bi ol. 2 0 1 4; 1 2: 8 7.  
1 1. Pri c e M N, D e h al P S, Ar ki n A P. F ast Tr e e: c o m p uti n g l ar g e mi ni m u m e v ol uti o n tr e es 
wit h pr ofil es i nst e a d of a dist a n c e m atri x. M ol Bi ol E v ol. 2 0 0 9; 2 6: 1 6 4 1- 1 6 5 0.  
1 2. C a p or as o J G, Bitti n g er K, B us h m a n F D, D e S a nti s T Z, A n d ers e n G L, K ni g ht R. 
P y N A S T: a fl e xi bl e t o ol f or ali g ni n g s e q u e n c es t o a t e m pl at e ali g n m e nt. Bi oi nf or m ati cs. 
2 0 1 0; 2 6: 2 6 6- 2 6 7.  
1 3. L o z u p o n e C, K ni g ht R. U ni Fr a c: a n e w p h yl o g e n eti c m et h o d f or c o m p ari n g mi cr o bi al 
c o m m u niti es. A p pl E n vir o n Mi cr o bi ol. 2 0 0 5; 7 1: 8 2 2 8- 8 2 3 5.  
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FI G U R E L E G E N D S 
Fi g u r e S 1:  Ill u st r ati o n of p r ot e ct e d b r o n c h o al v e ol a r l a v a g e ( P B A L) wit h p h o s p h at e 
b uff e r e d s ali n e ( P B S).  
 
Fi g u r e S 2:  Ill u st r ati o n of p r ot e ct e d s p e ci m e n b r u s h ( P S B) s a m pli n g. 
 
Fi g u r e S 3:  B o x- pl ot of al p h a- di v e r sit y m e a s u r e d b y w h ol et r e e p h yl o g e n eti c diff e r e n c e s 
b y w hi c h l u n g t h at w a s s a m pl e d fi r st a n d ri g ht /l eft p r ot e ct e d s p e ci m e n b r u s h ( P S B). 
R a r efi e d at 1 0 0 0 s e q u e n c e s. 
 
Fi g u r e S 4:  P ri n ci p al c o o r di n at e s a n al y s e s of u n w ei g ht e d U ni F r a c di st a n c e s b y w hi c h 
l u n g t h at w a s s a m pl e d fi r st ( r e d d ot s –  l eft si d e fi r st, bl u e d ot s –  ri g ht si d e fi r st) i n ri g ht 
p r ot e ct e d s p e ci m e n b r u s h e s ( P S B) f r o m t h e ri g ht l o w e r l o b e a n d l eft P S B s f r o m t h e l eft 











P a p er II  
R e p e at e d b r o n c h o s c o p y i n h e alt h a n d o b st r u cti v e l u n g dis e a s e: Is t h e 
ai r w a y mi c r o bi o m e st a bl e ?  
Gr ø ns et h, R. * , X u e, Y. * , J o n ass e n, I., H a al a n d, I., K o m m e d al, K o m m e d al O., Wi k er, H. G., 
Dr e n g e n es, C., B a k k e, P., & E a g a n, T. 
( s u b mitt e d) 
  

P a p er III  
B a ct e ri al a n d A r c h a e al M et a g e n o m e -A ss e m bl e d G e n o m e S e q u e n c es f r o m 
S v al b a r d P e r m af r o st.  
X u e, Y. * , J o n ass e n, I., Ø vr e ås, L., & T aş, N. 
Mi cr o bi ol o g y r es o ur c e a n n o u n c e m e nts , 8( 2 7), e 0 0 5 1 6- 1 9. ( 2 0 2 0) 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/ M R A. 0 0 5 1 6- 1 9 . 
  

B a ct eri al a n d  Ar c h a e al  M et a g e n o m e- A s s e m bl e d  G e n o m e
S e q u e n c e s fr o m S v al b ar d P er m afr o st
Y a xi n  X u e, a I n g e J o n a s s e n,a Li s e  Ø vr e å s, b, c N e sli h a n T a ş d, e
a C o m p ut ati o n al Bi ol o g y  U nit,  D e p art m e nt of I nf or m ati cs,  U ni v ersit y of B er g e n, B er g e n,  N or w a y
b D e p art m e nt of Bi ol o gi c al S ci e n c es,  U ni v ersit y of B er g e n, B er g e n,  N or w a y
c U ni v ersit y C e nt er i n S v al b ar d,  U NI S, L o n g y e ar b y e n,  N or w a y
d E art h a n d E n vir o n m e nt al S ci e n c es  Ar e a, L a wr e n c e B er k el e y  N ati o n al L a b or at or y, B er k el e y, C alif or ni a,  U S A
e Bi os ci e n c es  Ar e a, L a wr e n c e B er k el e y  N ati o n al L a b or at or y, B er k el e y, C alif or ni a,  U S A
A B S T R A C T P er m afr o st c o nt ai n s o n e of t h e l e a st k n o w n s oil  mi cr o bi o m e s,  w h er e
mi cr o bi al  p o p ul ati o n s r e si d e i n a n i c e-l o c k e d e n vir o n m e nt.  H er e, 5 6  pr o k ar y oti c
m et a g e n o m e- a s s e m bl e d g e n o m e ( M A G) s e q u e n c e s fr o m 1 3 p h yl a ar e r e p ort e d.
T h e s e  M A G s  will pr o vi d e i nf or m ati o n o n  m et a b oli c p at h w a y s t h at c o ul d  m e di at e
bi o g e o c h e mi c al c y cl e s i n S v al b ar d p er m afr o st.
P er m afr o st c o v er s o v er 2 5 % of t h e e x p o s e d l a n d s urf a c e of t h e  N ort h er n  H e mi s p h er ea n d h o st s a di v er sit y of  mi cr o b e s pr o p o s e d t o b e u ni q u e t o c ol d h a bit at s ( 1 ). T h e s e
fr o z e n s oil s c o nt ai n a l ar g e r e s er v oir of s oil or g a ni c  m att er ( S O M) t h at c a n h a v e a
si g ni fi c a nt i m p a ct o n gl o b al cli m at e u p o n t h a wi n g ( 2 ). T h e p er m afr o st t h a w  m a y
sti m ul at e  mi cr o bi al a cti vit y a n d t h u s e n a bl e S O M d e c o m p o siti o n. Pr e vi o u s st u di e s h a v e
s h o w n diff er e n c e s i n  mi cr o bi al di v er sit y b et w e e n a cti v e l a y er ( s e a s o n all y t h a w e d a n d
r efr o z e n t o p s oil) a n d p er m afr o st  mi cr o bi al c o m m u niti e s (1 – 5 ).  Alt h o u g h p er m afr o st
mi cr o bi o m e s ar e k n o w n t o b e hi g hl y di v er s e (1 ), t h e y ar e l ar g el y u n d err e pr e s e nt e d i n
gl o b al s ur v e y s. I n t hi s st u d y,  w e i n v e sti g at e d t h e  mi cr o bi al c o m m u niti e s t hr o u g h a
d e pt h pr o fil e fr o m S v al b ar d, a n d  w e r e p ort t h e bi n n e d  m et a g e n o mi c c o a s s e m bl y of fi v e
m et a g e n o m e s a m pl e s ( 6 ) a n d 5 6  m et a g e n o m e- a s s e m bl e d g e n o m e ( M A G) s e q u e n c e s.
S oil s a m pl es w er e o bt ai n e d fr o m a n i c e- w e d g e p ol y g o n sit e i n t h e  A d v e nt d al e n V all e y
i n S v al b ar d,  N or w a y ( 7 8. 1 8 6 N, 1 5. 9 2 4 8 E). T h e sit e s oil g e o c h e mistr y  w as d es cri b e d pr e vi-
o usl y ( 6 ). Fi v e d e pt h s e g m e nts, n a m el y, o n e a cti v e l a y er  mi n er al h ori z o n a n d f o ur p er m a-
fr ost l a y ers, w er e c oll e ct e d at t h e f oll o wi n g d e pt hs: 0 t o 1 4, 1 0 1 t o 1 1 8, 1 1 8 t o 1 2 6, 1 2 6 t o
1 4 4, a n d 1 6 1 t o 1 8 1 c m b el o w t h e s oil s urf a c e. T ot al c o m m u nit y g e n o mi c  D N A  w as
e xtr a ct e d usi n g a P o w er S oil  D N A is ol ati o n kit, a n d s e q u e n ci n g li br ari es  w er e pr e p ar e d usi n g
a Tr u S e q  D N A li br ar y kit.  A n Ill u mi n a  Hi S e q 2 5 0 0 i nstr u m e nt  w as us e d t o a c q uir e p air e d- e n d
1 5 0- b p  m et a g e n o mi c s e q u e n c es, g e n er ati n g 2 0  G b of r a w r e a ds p er s a m pl e ( 7 ). T h e
mi cr o bi al c o m m u nit y di v ersit y a n d c o m p ositi o n  w er e r e p ort e d els e w h er e (6 ).
Aft er a d a pt er a n d l o w- q u alit y r e a d s  w er e tri m m e d u si n g  M O C A T 2 v 2. 0. 0 (7 ), all
cl e a n e d r e a d s w er e m er g e d a n d t h e n c o a s s e m bl e d  wit h  M E G A HI T v 1. 1. 3 ( 8 ), r e s ulti n g
i n 5 6 6, 2 5 4 c o nti g s of 1 k b.  W e bi n n e d t h e c o nti g s  wit h  M a x Bi n 2 v 2. 2. 5 ( 9 ) a n d
M et a B A T 2 v 2. 1 2. 1 (1 0 ) a n d t h e n d er e pli c at e d a n d a g gr e g at e d t h e m i nt o  M A G s u si n g
D A S T o ol v 1. 1. 0 (1 1 ),  w hi c h r e s ult e d i n 6 4  M A G s.  W e u s e d C h e c k M v 1. 0. 1 1 (1 2 ) t o
d et er mi n e t h e c o m pl et e n ess a n d c o nt a mi n ati o n of t h es e  M A Gs.  W e f urt h er e x a mi n e d t h e
t a x o n o mi c distri b uti o n of c o nti gs  wit hi n e a c h  M A G b as e d o n K aij u v 1. 6. 2 ( 1 3 ) a n n ot ati o ns
a n d r e m o v e d c o nt a mi n ati n g c o nti gs. T his pr o c ess r es ult e d i n a t ot al of 5 6  M A Gs  wit h
c o nt a mi n ati o n l ess t h a n 1 0 %.  D ef a ult p ar a m et ers  w er e us e d  wit h all s oft w ar e.  W e r e c o v-
er e d 8 hi g h-, 4 4  m e di u m-, a n d 4 l o w- q u alit y dr aft  M A Gs i n a c c or d a n c e  wit h  mi ni m u m
i nf or m ati o n a b o ut  m et a g e n o m e- ass e m bl e d g e n o m e ( MI M A G) st a n d ar ds (1 4 ). T h e  M A Gs
Cit ati o n X u e Y, J o n ass e n I,  Ø vr e ås L, T a ş N.
2 0 1 9. B a ct eri al a n d ar c h a e al  m et a g e n o m e-
ass e m bl e d g e n o m e s e q u e n c es fr o m S v al b ar d
p er m afr ost.  Mi cr o bi ol R es o ur  A n n o u n c
8: e 0 0 5 1 6- 1 9. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/ M R A
. 0 0 5 1 6- 1 9.
E dit or K e n n et h  M. St e d m a n, P ortl a n d St at e
U ni v ersit y
C o p yri g ht © 2 0 1 9 X u e et al. T his is a n o p e n-
a c c ess arti cl e distri b ut e d u n d er t h e t er ms of
t h e Cr e ati v e C o m m o ns  Attri b uti o n 4. 0
I nt er n ati o n al li c e ns e.
A d dr ess c orr es p o n d e n c e t o Y a xi n X u e,
x u e. et h a n @ g m ail. c o m, or Lis e  Ø vr e ås,
Lis e. O vr e as @ ui b. n o.
R e c ei v e d 6  M a y 2 0 1 9
A c c e pt e d 6 J u n e 2 0 1 9
P u bli s h e d 3 J ul y 2 0 1 9
O MI C S  D A T A S E T S
cr oss m


































w er e distri b ut e d a cr oss t h e f oll o wi n g p h yl a: A cti n o b a ct eri a , 1 1; Pr ot e o b a ct eri a , 1 1; B a ct e-
r oi d et es, 8; A ci d o b a ct eri a , 7; C hl or o fl e xi , 6; V err u c o mi cr o bi a , 4; S a c c h ari b a ct eri a , 2; G e m m ati-
m o n a d et es , 2; c a n di d at e p h yl u m D or mi b a ct er a e ot a ( A D 3), 1; c a n di d at e p h yl u m L e v y b a ct eri a ,
1; Fir mi c ut es , 1; Nitr os pir a e , 1; a n d T h a u m ar c h a e ot a , 1 (T a bl e 1 ).  H er e,  w e r e p ort  M A Gs  wit h
3 1. 0 7 t o 9 8. 2 0 % esti m at e d c o m pl et e n ess, a n d t h er ef or e t h e  M A G si z es r a n g e fr o m 7 3 1, 9 8 8
T A B L E 1 D et ail e d c o m pl et e n e s s a n d c o nt a mi n ati o n r e s ult s, g e n o m e si z e,  G C c o nt e nt,  MI M A G st at u s, t a x o n o m y, a n d E N A a c c e s si o n
i nf or m ati o n of  M A G s
M A G ali a s
C o m pl et e n e s s
( %)
C o nt a mi n ati o n
( %)
G e n o m e
si z e ( b p)
G C c o nt e nt
( %)
MI M A G
cl a s si fi c ati o n T a x o n o m y a
E N A a c c e s si o n
n o.
M a x bi n 2. 0 3 9 _ s u b 9 8. 2 9. 2 3, 1 4 7, 5 0 4 5 5. 5  M e di u m A ci d o b a ct eri a s p. E R Z 8 7 0 0 5 6
M et a b at. 1 1 3 9 6. 8 0. 9 2, 9 5 9, 7 8 9 6 7. 9  Hi g h A cti n o b a ct eri a s p. E R Z 8 7 0 1 0 9
M et a b at. 1 5 8 9 6. 6 2. 4 4, 4 0 6, 7 0 7 6 3. 9  Hi g h Al p h a pr ot e o b a ct eri a s p. E R Z 8 7 0 0 9 4
M et a b at. 1 5 1 9 6. 4 5. 1 4, 4 8 2, 7 8 6 3 6. 9  M e di u m B a ct er oi d et es s p. E R Z 8 7 0 0 8 0
M et a b at. 8 9 9 6. 3 2. 2 2, 7 5 3, 8 1 1 5 3. 6  Hi g h V err u c o mi cr o bi a s p. E R Z 8 7 0 0 9 7
M et a b at. 1 7 9 9 5. 3 0. 9 2, 7 2 4, 3 1 4 6 9. 2  Hi g h C hl or o fl e xi s p. E R Z 8 7 0 1 1 0
M et a b at. 1 4 3 9 4. 4 2. 0 2, 4 4 2, 6 4 0 6 6. 0  Hi g h C hl or o fl e xi s p. E R Z 8 7 0 0 9 9
M et a b at. 1 7 7 _ s u b 9 4. 3 6. 7 4, 5 7 2, 1 4 0 5 9. 2  M e di u m Pr ot e o b a ct eri a E R Z 8 7 0 0 7 4
M et a b at. 4 0 9 3. 6 3. 4 3, 6 9 2, 7 5 0 6 5. 4  Hi g h B et a pr ot e o b a ct eri a E R Z 8 7 0 0 8 6
M et a b at. 1 2 3 _ s u b 9 3. 2 9. 6 4, 2 4 3, 2 5 6 6 8. 2  M e di u m A cti n o b a ct eri a s p. E R Z 8 7 0 0 6 4
M et a b at. 1 4 9 2. 6 3. 9 2, 5 5 3, 4 6 6 6 6. 1  Hi g h C hl or o fl e xi s p. E R Z 8 7 0 0 8 3
M et a b at. 1 3 3 9 1. 6 1. 9 2, 3 0 5, 2 5 5 6 7. 3  Hi g h C a n di d at e D or mi b a ct er a e ot a s p. E R Z 8 7 0 1 0 1
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M et a b at. 1 6 6 6 3. 3 0. 2 7 3 9, 1 2 4 4 5. 6  M e di u m S a c c h ari b a ct eri a s p. E R Z 8 7 0 1 1 4
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M et a b at. 1 5 5 _ s u b 5 8. 6 2. 9 1, 4 7 9, 7 8 6 5 6. 8  M e di u m Nitr os o m o n a d al es s p. E R Z 8 7 0 0 8 9
M et a b at. 9 4 5 8. 2 3. 1 3, 5 4 6, 3 4 2 5 9. 7  M e di u m A ci d o b a ct eri a s p. E R Z 8 7 0 0 8 8
M a x bi n 2. 0 9 5 _ s u b 5 3. 4 8. 8 2, 8 5 0, 8 6 9 5 6. 6  M e di u m Nitr os pir a e s p. E R Z 8 7 0 0 6 5
M et a b at. 1 5 1. 9 0. 6 1, 1 1 4, 7 3 0 5 1. 0  M e di u m Nitr os os pir a s p. E R Z 8 7 0 1 1 3
M et a b at. 1 7 0 5 1. 4 3. 6 3, 5 7 8, 2 5 6 5 9. 6  M e di u m A ci d o b a ct eri a s p. E R Z 8 7 0 0 8 4
M et a b at. 1 7 5 4 8. 3 1. 6 1, 8 3 3, 8 2 5 4 1. 8 L o w B a ct er oi d et es s p. E R Z 8 7 0 1 0 5
M a x bi n 2. 0 1 1 4 2. 4 5. 2 2, 4 9 3, 8 5 9 6 2. 5 L o w R hi z o bi al es s p. E R Z 8 7 0 0 7 8
M a x bi n 2. 0 6 4 _ s u b 4 0. 9 7. 4 1, 6 5 2, 9 2 7 4 3. 4 L o w Fir mi c ut es s p. E R Z 8 7 0 0 7 1
M a x bi n 2. 0 9 6 _ s u b 3 1. 1 1. 8 1, 2 3 3, 9 9 0 5 4. 5 L o w A ci d o b a ct eri a s p. E R Z 8 7 0 1 0 3
a U n c ult ur e d i s ol at e s  w er e u s e d.
X u e et al.


































t o 5, 5 3 4, 7 2 7 b p. T h e  M A Gs  will b e us e d t o i n v esti g at e  m et a b oli c p at h w a ys t h at c o ul d
i m p a ct S O M d e c o m p ositi o n i n p er m afr ost s oils. R es ults fr o m t h e c o m p ar ati v e g e n o mi c
a n al ys es of t h es e  M A Gs  will b e p u blis h e d els e w h er e.
D at a a v ail a bilit y. T h e s h ot g u n s e q u e n c e d at a  w er e d e p o sit e d i n t h e E ur o p e a n
N u cl e oti d e  Ar c hi v e ( E N A) d at a b a s e u n d er t h e st u d y n u m b er P RJ E B 3 0 8 7 2 wit h t h e
a c c e s si o n n u m b er s E R R 3 0 7 8 9 0 9 t o E R R 3 0 7 8 9 1 3 . T h e  M A G s ar e p u bli cl y a v ail a bl e i n t h e
E N A u n d er t h e a n al y si s a c c e s si o n n u m b er s E R Z 8 7 0 0 5 6 , E R Z 8 7 0 0 6 2 t o E R Z 8 7 0 1 1 5 , a n d
E R Z 8 7 9 0 9 1 .
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m afr o st m et a- o mi c s a n d cli m at e c h a n g e.  A n n u R e v E art h Pl a n et S ci
4 4: 4 3 9 – 4 6 2. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v- e art h- 0 6 0 6 1 4- 1 0 5 1 2 6 .
3.  Gitt el  A, B árt a J, K o h o ut o v á I, S c h n e c k er J,  Wil d B, C a p e k P, K ai s er C,
T or s vi k V L, Ri c ht er  A, S c hl e p er C,  Uri c h T. 2 0 1 4. Sit e- a n d h ori z o n- s p e ci fi c
p att er n s of  mi cr o bi al c o m m u nit y str u ct ur e a n d e n z y m e a cti viti e s i n
p er m afr o st- aff e ct e d s oil s of  Gr e e nl a n d. Fr o nt  Mi cr o bi ol 5: 5 4 1. htt p s://
d oi. or g/ 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 4. 0 0 5 4 1 .
4.  D e n g J, G u Y, Z h a n g J, X u e K,  Qi n Y, Y u a n  M, Yi n  H,  H e Z,  W u L, S c h u ur
E A G, Ti e dj e J M, Z h o u J. 2 0 1 5. S hift s of t u n dr a b a ct eri al a n d ar c h a e al
c o m m u niti e s al o n g a  p er m afr o st t h a w gr a di e nt i n  Al a s k a.  M ol E c ol
2 4: 2 2 2 – 2 3 4. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ m e c. 1 3 0 1 5 .
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P a p er I V  
M et a g e n o m e -a ss e m bl e d G e n o m e Dist ri b uti o n a n d K e y F u n cti o n alit y 
Hi g hli g ht I m p o rt a n c e of A e r o bi c M et a b olis m i n S v al b a r d P e r m af r o st.  
X u e, Y. * , J o n ass e n, I., Ø vr e ås, L., & T aş, N.   
F E M S mi cr o bi ol o g y e c ol o g y , 9 6( 5), fi a a 0 5 7. ( 2 0 2 0) 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/f e ms e c/fi a a 0 5 7 . 
  

F E M S  Mi c r o bi ol o g y E c ol o g y , 9 6, 2 0 2 0,  fi a a 0 5 7
d oi:  1 0. 1 0 9 3/f e m s e c/ fi a a 0 5 7
A d v a n c e  A c c e s s P u bli c ati o n  D at e: 1 7  A p ril 2 0 2 0
R e s e a r c h  A rti cl e
R E S E A R C H  A R T I C L E
M et a g e n o m e - a s s e m bl e d g e n o m e  di st ri b uti o n  a n d  k e y
f u n cti o n alit y  hi g hli g ht i m p o rt a n c e  of  a e r o bi c
m et a b oli s m i n  S v al b a r d  p e r m af r o st
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E dit o r: M a x  H a g g bl o m
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A B S T R A C T
P e r m af r o st  u n d e rli e s a l a r g e  p o rti o n  of t h e l a n d i n t h e  N o rt h e r n  H e mi s p h e r e. It i s  p r o p o s e d t o  b e a n e xt r e m e  h a bit at a n d
h o m e f o r c ol d - a d a pti v e  mi c r o bi al c o m m u niti e s.  U p o n t h a w  p e r m af r o st i s  p r e di ct e d t o e x a c e r b at e i n c r e a si n g gl o b al
t e m p e r at u r e t r e n d,  w h e r e a w a k e ni n g  mi c r o b e s  d e c o m p o s e  mill e n ni a  ol d c a r b o n st o c k s.  Y et  o u r  k n o wl e d g e  o n c o m p o siti o n,
f u n cti o n al  p ot e nti al a n d v a ri a n c e  of  p e r m af r o st  mi c r o bi o m e r e m ai n s li mit e d. I n t hi s st u d y,  w e c o n d u ct e d a  d e e p
c o m p a r ati v e  m et a g e n o mi c a n al y si s t h r o u g h a 2  m  p e r m af r o st c o r e f r o m  S v al b a r d,  N o r w a y t o  d et e r mi n e  k e y  p e r m af r o st
mi c r o bi o m e i n t hi s cli m at e s e n siti v e i sl a n d e c o s y st e m.  T o  d o s o,  w e  d e v el o p e d c o m p a r ati v e  m et a g e n o mi c s  m et h o d s  o n
m et a g e n o mi c - a s s e m bl e d g e n o m e s ( M A G).  W e f o u n d t h at c o m m u nit y c o m p o siti o n i n  S v al b a r d s oil  h o ri z o n s s hift e d
m a r k e dl y  wit h  d e pt h: t h e  d o mi n a nt  p h yl u m s wit c h e d f r o m A ci d o b a ct e ri a a n d P r ot e o b a ct e ri a i n t o p s oil s ( a cti v e l a y e r) t o
A cti n o b a ct e ri a , B a ct e r oi d et e s , C hl o r o fl e xi a n d P r ot e o b a ct e ri a i n  p e r m af r o st l a y e r s.  K e y  m et a b oli c  p ot e nti al  p r o p a g at e d t h r o u g h
p e r m af r o st  d e pt h s r e v e al e d a e r o bi c r e s pi r ati o n a n d s oil  o r g a ni c  m att e r  d e c o m p o siti o n a s  k e y  m et a b oli c t r ait s.  W e al s o
f o u n d t h at  S v al b a r d  M A G s  w e r e e n ri c h e d i n g e n e s i n v ol v e d i n r e g ul ati o n  of a m m o ni u m, s ulf u r a n d  p h o s p h at e.  H e r e,  w e
p r o vi d e a  n e w  p e r s p e cti v e  o n  h o w  p e r m af r o st  mi c r o bi o m e i s s h a p e d t o a c q ui r e r e s o u r c e s i n c o m p etiti v e a n d li mit e d
r e s o u r c e c o n diti o n s  of  d e e p  S v al b a r d s oil s.
K e y w o r d s: S v al b a r d;  p e r m af r o st;  mi c r o bi o m e;  m et a g e n o m e - a s s e m bl e d g e n o m e s; a e r o bi c  m et a b oli s m
R e c ei v e d: 3 1  O ct o b e r 2 0 1 9; A c c e pt e d: 9  A p ril 2 0 2 0
C F E M S 2 0 2 0.  T hi s i s a n  O p e n  A c c e s s a rti cl e  di st ri b ut e d  u n d e r t h e t e r m s  of t h e  C r e ati v e  C o m m o n s  Att ri b uti o n Li c e n s e
(htt p:// c r e ati v e c o m m o n s. o r g/li c e n s e s/ b y/ 4. 0/ ),  w hi c h  p e r mit s  u n r e st ri ct e d r e u s e,  di st ri b uti o n, a n d r e p r o d u cti o n i n a n y  m e di u m,  p r o vi d e d t h e
































































2 F E M S  Mi c r o bi ol o g y E c ol o g y, 2 0 2 0,  V ol. 9 6,  N o. 5
I N T R O D U C TI O N
P e r m af r o st c o v e r s  n e a rl y  o n e  q u a rt e r  of E a rt h’ s t e r r e st ri al s u r-
f a c e a n d st o r e s a n e sti m at e d a m o u nt  of 2 0 % – 5 0 %  of gl o b al s oil
o r g a ni c  m att e r ( S O M) ( S c h u u r et al. 2 0 0 8 ; T a r n o c ai et al. 2 0 0 9 ). I n
t h e  N o rt h e r n  H e mi s p h e r e a s  m u c h  of 2 4 %  of t h e s oil i s  p e r m a -
n e ntl y f r o z e n ( All e y et al. 2 0 0 7 ).  T h e s e e c o s y st e m s a r e  p r o p o s e d
t o  p r o vi d e a  u ni q u e e n vi r o n m e nt f o r c ol d - a d a pt e d  mi c r o o r g a n -
i s m s a n d s h o w n t o c o nt ai n  hi g hl y  di v e r s e  mi c r o bi al c o m m u -
niti e s (J a n s s o n a n d  T a s¸ 2 0 1 4 ).  Gl o b al  w a r mi n g i s e x p e ct e d t o
h a v e it s l a r g e st i m p a ct t h r o u g h t h a wi n g  of  p e r m af r o st a n d t h e
s c al e  of t hi s i m p a ct  d e p e n d s st r o n gl y  o n t h e a m o u nt a n d v e r-
ti c al  di st ri b uti o n  of g r o u n d i c e ( K o k elj et al. 2 0 1 7 ).  D u ri n g t h e
p a st  d e c a d e,  wit h st e a dil y ri si n g t e m p e r at u r e s,  p e r m af r o st t h a w
h a s a c c el e r at e d a c r o s s t h e  A r cti c a r e a s ( H a y e s et al. 2 0 1 4 ).  T h e
eff e ct  of l a r g e - s c al e  p e r m af r o st t h a w  b e c o m e s a s e ri o u s c o n -
c e r n a s it  m a y i n c r e a s e t h e  mi c r o bi al a cti vit y l e a di n g t o  S O M
d e g r a d ati o n a n d r el e a s e  of  m o r e g r e e n h o u s e g a s e s ( G H G s) – s u c h
a s c a r b o n  di o xi d e ( C O 2 ) a n d  m et h a n e ( C H4 ) –  h e n c e c o nt ri b ut -
i n g t o f u rt h e r gl o b al  w a r mi n g (J a n s s o n a n d  T a ş 2 0 1 4 ).  T h e r e -
f o r e, it i s  hi g hl y r el e v a nt t o c h a r a ct e ri z e t h e  b a ct e ri al c o m m u -
nit y r e si di n g i n t h e  p e r m af r o st i n t e r m s  of s p e ci e s c o m p o siti o n
a n d it s  m et a b oli c a n d f u n cti o n al  p ot e nti al.  A d v a n c e s i n  n e xt -
g e n e r ati o n s e q u e n ci n g ( N G S)  h a s e x p a n d e d  o u r a bilit y t o c h a r-
a ct e ri z e t h e  mi c r o bi o m e a n d i n v e sti g at e  p ot e nti al  m et a b oli s m s
f r o m  p e r m af r o st s a m pl e s. F o r e x a m pl e,  m et a g e n o mi c s  w a s c rit -
i c al t o i d e ntif y s u b st a nti al f u n cti o n al a n d c o m p o siti o n al  dif -
f e r e n c e s  b et w e e n a cti v e l a y e r ( A L: e x p e ri e n c e s s e a s o n al t h a w -
r ef r e e z e) a n d  p e r m af r o st l a y e r ( P L: c o n st a ntl y f r o z e n f o r  m o r e
t h a n t w o c o n s e c uti v e y e a r s),  w hi c h s h o w e d t h at t r a n siti o n f r o m
f r o z e n t o t h a w st at e sti m ul at e s  S O M - d e g r a di n g  mi c r o b e s ( M a c k -
el p r a n g et al. 2 0 1 1 ).  W hil e  m et a g e n o mi c s c o nti n u e s t o t r a n sf o r m
o u r  u n d e r st a n di n g  of  mi c r o bi al f u n cti o n s  u p o n t h a w (J a n s s o n
a n d  T a ş 2 0 1 4 ;  H ult m a n et al. 2 0 1 5 ;  W o o d c r oft et al. 2 0 1 8 )  m o st  of
o u r c u r r e nt  k n o wl e d g e i s still  b a s e d  o n st u di e s t h at a r e f o c u s e d
o n 1 6 S r R N A g e n e - s e q u e n ci n g a n al y si s ( Wil h el m et al. 2 0 1 1 ;  Git -
t el et al. 2 0 1 4 ;  K o y a m a et al. 2 0 1 4 ; D e n g et al. 2 0 1 5 ; M a c k el p r a n g
et al. 2 0 1 6 a ).  T h e s e st u di e s a r e i nf o r m ati v e f o r  d e s c ri bi n g s p e ci e s
o r g r o u p s  of s p e ci e s i n a c o m m u nit y  p e r m af r o st  mi c r o bi o m e  b ut
i s l e s s s uit e d f o r e x pl o ri n g f u n cti o n al  p ot e nti al a n d  n o v el s p e ci e s
di st ri b uti o n ( K ni g ht et al. 2 0 1 8 ).
T h e  S v al b a r d a r c hi p el a g o i s a  u ni q u e  p e r m af r o st e n vi r o n -
m e nt l o c at e d at  A r cti c – Atl a nti c  O c e a n  b o r d e r.  A b o ut 6 0 %  of t h e
l a n d i s c o v e r e d  b y gl a ci e r s  b ut r e m ai n d e r  p e ri gl a ci al e n vi r o n -
m e nt c o nt ai n s t h e l a r g e st  p e r m af r o st a r e a i n E u r o p e  o ut si d e  of
R u s si a. I n c o nt r a st t o  ot h e r r e gi o n s  wit h e xt e n si v e  p e r m af r o st
a r e a s, s u c h a s  Si b e ri a a n d  N o rt h e r n  Al a s k a,  p e r m af r o st i n  S v al -
b a r d i s  p r e s u m a bl y  of y o u n g a g e (i. e.  H ol o c e n e) s p e ci fi c all y at l o w
altit u d e a r e a s a r o u n d c e nt r al  S pit s b e r g e n.  H o w e v e r,  hi g h alti -
t u d e  p e r m af r o st i n  S v al b a r d  m a y r e p r e s e nt a n e x c e pti o n t o t hi s
( H u ml u m, I n st a n e s a n d  S olli d 2 0 0 3 ).  T h e  N o rt h  Atl a nti c  C u r r e nt
d a m p e n s  p ol a r i n fl u e n c e i n  S v al b a r d  w h e r e e s p e ci all y  wi nt e r
t e m p e r at u r e s c o ul d  b e  u p t o 2 0 ◦ C  hi g h e r t h a n si mil a r l atit u d e s
i n  R u s si a a n d  C a n a d a ( H u ml u m, I n st a n e s a n d  S olli d 2 0 0 3 ).  A s a
r e s ult,  p e r m af r o st i n  S v al b a r d i s  p r o p o s e d t o  b e  m o r e s e n siti v e
t o c h a n g e s i n t e m p e r at u r e a n d s oil t hi c k n e s s ( H u ml u m, I n st a n e s
a n d  S olli d 2 0 0 3 ).  R e s e a r c h i n  S v al b a r d  p r o vi d e s a n  o p p o rt u nit y
t o st u d y t h e i m m e di at e eff e ct s cli m at e c h a n g e a n d  p e r m af r o st
t h a w.  S v al b a r d  h a d  b e e n a f o c al  p oi nt  of st u d yi n g gl a ci al, s u b -
gl a ci al ( r e c e ntl y  d e gl a ci at e d), c r y o c o nit e s e di m e nt s ( K a st o v s k á
et al. 2 0 0 5 ; E d w a r d s et al. 2 0 1 1 ) a n d t u n d r a  mi c r o bi o m e s ( T v eit
et al. 2 0 1 3 ;  S c h o st a g et al. 2 0 1 5 ;  B a n g - A n d r e a s e n et al. 2 0 1 7 ).
T h e  A r cti c t u n d r a i n  S v al b a r d c o nt ai n s  di v e r s e  mi c r o o r g a ni s m s
w hi c h a r e a cti v e t h r o u g h o ut t h e  wi nt e r  d e s pit e t h e f r e e zi n g c o n -
diti o n s ( S c h o st a g et al. 2 0 1 5 ). P e atl a n d s  of  S v al b a r d a r e s h o w n
t o  b e i n h a bit e d  b y  mi c r o b e s g o v e r ni n g  bi o g e o c h e mi c al c y cl e s
t h r o u g h  h y d r ol y si s  of  pl a nt  p ol y m e r s, f e r m e nt ati o n,  m et h a n o -
g e n e si s a n d  m et h a n ot r o p h y  w h e r e A cti n o b a ct e ri a w a s i d e nti fi e d
a s a  k e y  p h yl u m c a r r yi n g  o ut  S O M  d e g r a d ati o n ( T v eit et al. 2 0 1 3 ).
H o w e v e r, i n c o m p a ri s o n  wit h  ot h e r s oil s,  o u r  k n o wl e d g e  of t h e
S v al b a r d  p e r m af r o st  mi c r o bi o m e i s li mit e d. I n a  p r e vi o u s  p u bli -
c ati o n f r o m  A d v e nt d al e n  V all e y  p e r m af r o st,  w e s h o w e d t h at P L
w e r e si g ni fi c a ntl y  diff e r e nt f r o m t h e  A L,  w h e r e  mi c r o bi al c o m -
m u nit y st r u ct u r e c h a n g e d st r o n gl y  wit h  d e pt h a n d A cti n o b a ct e-
ri a w e r e i d e nti fi e d a s t h e  d o mi n a nt  mi c r o bi al  p h yl u m  of P L vi a
1 6 S r R N A g e n e s e q u e n ci n g ( M üll e r et al. 2 0 1 8 ).  H o w e v e r,  ot h e r s
al s o s h o w e d t h at A cti n o b a ct e ri a , B a ct e r oi d et e s , Fi r mi c ut e s a n d P r o-
t e o b a ct e ri a a r e  m aj o r  p a rt s  of t h e  mi c r o bi o m e ( B a n g - A n d r e a s e n
et al. 2 0 1 7 )  of  n e a r s u rf a c e  p e r m af r o st at t hi s l o c ati o n s u g g e st -
i n g t h at  A d v e nt d al e n  V all e y  p e r m af r o st i s li k el y t o  h a v e a  hi g hl y
h et e r o g e n e o u s c o m p o siti o n.
I n t hi s st u d y,  w e i n v e sti g at e d t h e  mi c r o bi al c o m p o siti o n a n d
f u n cti o n al  p ot e nti al t h r o u g h a  p e r m af r o st c o r e f r o m  S v al b a r d’ s
A d v e nt d al e n  V all e y i n  o r d e r t o  d et e r mi n e  k e y  mi c r o bi al f u n c -
ti o n al  p ot e nti al.  Alt h o u g h  m et a g e n o mi c s  p r o vi d e s  h oli sti c vi e w
t o  mi c r o bi al f u n cti o n s f r o m l a r g el y  u n c ult u r a bl e  p e r m af r o st
mi c r o bi o m e ( M a c k el p r a n g et al. 2 0 1 6 b ), s e v e r al a s p e ct s  of  bi oi n -
f o r m ati c a n al y si s r e m ai n c h all e n gi n g. F o r e x a m pl e,  w e a r e still
l a c ki n g a n eff e cti v e a n d r o b u st  w o r k fl o w f o r r e c o v e ri n g  q u alit y
m et a g e n o m e - a s s e m bl e d g e n o m e s ( M A G s) f r o m t h e  p e r m af r o st
c o m m u niti e s  d u e t o t h e l a r g e c o m pl e xit y a n d  h et e r o g e n eit y
p r e s e nt i n t h e s e s oil s.  M o r e i m p o rt a ntl y t o ol s e n a bli n g s y s -
t e m ati c c o m p a ri s o n a m o n g  m et a g e n o m e s  b y t a ki n g f ull a d v a n -
t a g e  of  d at a a n d  m a xi mi z e t h e i nf o r m ati o n  d ri v e n f r o m s a m -
pl e s, a r e  u r g e ntl y  n e e d e d.  T o a d d r e s s t h e s e i s s u e s,  w e  d e v el -
o p e d c o m p ut ati o n al t o ol s t o ai d  hi g h - q u alit y  M A G r e c o v e r y a n d
t o i d e ntif y  k e y f u n cti o n s t h r o u g h c o m p a r ati v e f u n cti o n al a n al y -
si s.  W e ai m e d t o c a pt u r e t h e v a ri a n c e s i n  mi c r o bi al c o m p o siti o n
a n d t r e n d s i n f u n cti o n al  p ot e nti al t h r o u g h o ut t h e  d e pt h  p r o -
fil e ( A L t o P L).  W e  h y p ot h e si z e d t h at (i)  p h yl o g e n eti c all y r el at e d
M A G s r e si d e s i n P L  w h e r e (ii)  S O M - d e g r a d ati o n  p at h w a y s i n  k e y
p e r m af r o st  mi c r o bi o m e a r e r e p r e s e nt e d  b y  mi x  of a e r o bi c a n d
a n a e r o bi c  p r o c e s s e s.
M A T E RI A L S  A N D  M E T H O D S
S a m pl e c oll e cti o n
S oil s a m pl e s  w e r e  o bt ai n e d f r o m a n i c e - w e d g e  p ol y g o n sit e i n
t h e  A d v e nt d al e n  V all e y i n  S v al b a r d,  N o r w a y ( 7 8. 1 8 6  N, 1 5. 9 2 4 8 E)
i n 2 0 1 1.  A d v e nt d al e n r e p r e s e nt s a cl a s si c  hi g h - a r cti c fj o r d -
v all e y,  w hi c h a r e s e di m e nt  fill e d  p al e o fj o r d s c h a r a ct e ri sti c t o
f o r m e rl y gl a ci at e d  m o u nt ai n c o a st al a r e a s.  D et ail e d  d e s c ri pti o n
a n d  p r o c e d u r e s f o r c o r e c oll e cti o n a n d c h a r a ct e ri zi n g s oil s a m -
pl e s  w e r e  d e s c ri b e d  p r e vi o u sl y ( M üll e r et al. 2 0 1 8 ). I n s h o rt, t h e
p e r m af r o st c o r e  w a s c oll e ct e d i n  b y a ut o m at e d  d rilli n g i n  A p ril
2 0 1 1 i n  A d v e nt d al e n,  S v al b a r d.  T h e t ot al l e n gt h  of t h e c o r e  w a s
1 9 8 c m, a n d t h e c o r e  w a s i m m e di at el y f r o z e n at − 2 0 ◦ C,  u ntil f u r-
t h e r  p r o c e s si n g.  T h e e nti r e c o r e  w a s s c a n n e d  b y  X - r a y c o m p ut e d
t o m o g r a p h y ( C T) i m a gi n g, a n d c ut i nt o 1 – 2 c m sli c e s  u si n g s a w
bl a d e s st e rili z e d  wit h et h a n ol.  T o r e m o v e  p ot e nti al s u rf a c e c o n -
t a mi n a nt s ( B a n g - A n d r e a s e n et al. 2 0 1 7 ) f r o m t h e c o r e f r a g m e nt s
t h e  o ut e r m o st 2 c m  w e r e c ut  off  u si n g st e ril e  bl a d e s.  B a s e d  o n
t h e r e s ult s f r o m t h e t e m p e r at u r e l o g g e r s,  C T s c a n ni n g a n d  w at e r
c o nt e nt  of t h e  p e r m af r o st c o r e ( M üll e r et al. 2 0 1 8 ) a cti v e a n d P L































































X u e et al. 3
wit h  diff e r e nt  d e pt h s  A L 1 ( 7 c m), P L 1 ( 1 1 0 c m), P L 2 ( 1 2 2 c m), P L 3
( 1 3 5 c m), P L 4 ( 1 7 0 c m)  b el o w t h e s oil s u rf a c e  w e r e s u bj e ct e d t o
m et a g e n o mi c s a n al y s e s.  B ot h  A L a n d P L s oil s  w e r e a ci di c ( p H:
4. 6  A L;  p H: 4. 5 – 5. 0 P L) a n d c o nt ai n e d 1. 3 % – 1. 7 %  C g r s oil ( M üll e r
et al. 2 0 1 8 ).
M et a g e n o mi c s e q u e n ci n g, r e c o v e r y  a n d r e fi n e m e nt  of
M A G s
D N A  w a s e xt r a ct e d a n d li b r a ri e s  p r e p a r e d  u si n g  p r o c e d u r e s
d e s c ri b e d  p r e vi o u sl y ( X u e et al. 2 0 1 9 ).  M et a g e n o m e s e q u e n ci n g
w a s  p e rf o r m e d  u si n g t h e Ill u mi n a  Hi S e q 2 5 0 0 i n st r u m e nt t o
a c q ui r e 1 5 0  b p  p ai r e d - e n d s e q u e n c e s, g e n e r ati n g a r o u n d 2 0 G b p
p e r s a m pl e aft e r  q u alit y c o nt r ol (t ri m a n d  di s c a r d l o w - q u alit y
s e q u e n c e s)  wit h  M O C A T 2 v 2. 0. 0 ( K ulti m a et al. 2 0 1 6 ).  T h e a n al y -
si s  w o r k fl o w  u s e d  h e r e  o r g a ni z e s s e v e r al  bi oi nf o r m ati c s c ri pt s
t o r e c o v e r a n d r e fi n e  M A G s ( Fi g. 1 A). Fi r stl y, all  q u alit y c o n -
t r oll e d r e a d s  w e r e c o - a s s e m bl e d  wit h  M E G A HI T v 1. 1. 3 ( Li et al.
2 0 1 5 ).  T w o  bi n ni n g t o ol s,  M a x Bi n 2 v 2. 2. 5 ( W u,  Si m m o n s a n d
Si n g e r 2 0 1 6 ) a n d  M et a B A T 2 v 2. 1 2. 1 ( K a n g et al. 2 0 1 5 ),  w e r e  u s e d
a n d  o ut p ut  bi n s  w e r e f u rt h e r  d e r e pli c at e d a n d a g g r e g at e d  wit h
D A S T o ol v 1. 1. 1 0 ( Si e b e r et al. 2 0 1 8 ).  T h e c h e c k M v 1. 0. 1 1 ( P a r k s
et al. 2 0 1 5 )  w a s  u s e d t o  d et e r mi n e c o m pl et e n e s s a n d c o nt a m -
i n ati o n  of  M A G s.  W e  o b s e r v e d t h at a l a r g e  p o rti o n  of  bi n s  h a d
a  hi g h c o nt a mi n ati o n  p e r c e nt a g e e v e n aft e r  u si n g  D A S T o ol.  T o
i m p r o v e t h e  q u alit y  of  M A G s,  w e  d e v el o p e d a s c ri pt, c all e d
‘ D e c o n M A G b y t a x a. p y’, t h at  will s u b s et e a c h  bi n i nt o c oll e c -
ti o n s  of c o nti g s f r o m t h e s a m e t a x o n o mi c cl a s si fi c ati o n. I n t h e -
o r y e a c h  bi n r e p r e s e nt s a n i n di vi d u al g e n o m e  wit h si n gl e -t a x o n
a n n ot ati o n.  H o w e v e r, i n  p r a cti c e  bi n s c o nt ai n c o nti g s f r o m  ot h e r
t a x a  d u e t o t h e c o m pl e xit y  of  mi c r o bi al c o m m u niti e s.  Y et it i s
p o s si bl e t o r e m o v e t h o s e c o nt a mi n ati o n s  b y  p a r si n g t h ei r t a x -
o n o mi c cl a s si fi c ati o n. Fi r st, e a c h  bi n  w a s a n n ot at e d  wit h  K aij u
v 1. 6. 2 ( M e n z el,  N g a n d  K r o g h 2 0 1 6 )  u si n g  d ef a ult  p a r a m et e r s  uti -
li zi n g t h e  N C BI  n r  d at a b a s e t o cl a s sif y e a c h c o nti g i nt o a t a x o -
n o mi c r a n k, f r o m  p h yl u m t o s p e ci e s.  T h e n s c ri pt e xt r a ct s c o n -
ti g s  wit h t h e s a m e t a x o n o mi c cl a s si fi c ati o n at e a c h r a n k a n d
g e n e r at e s  m ulti pl e s u b s et s  of f a st a  fil e s c o r r e s p o n di n g t o e a c h
r a n k.
B y  d ef a ult,  K aij u  will r et u r n a ‘ N A’ if it c a n n ot  fi n d a t a x -
o n o mi c cl a s si fi c ati o n at c e rt ai n r a n k s,  w hi c h r e s ult s i n  m a n y
‘ N A’ s at l o w e r r a n k a n d l o s s  of  hi e r a r c hi c al t a x o n o mi c st r u c -
t u r e  w hil e c o nt a mi n ati o n  m a y  h a p p e n i n a n y r a n k.  T o  m a x -
i m u m  utili z e t h e t a x o n o mi c a n n ot ati o n,  h e r e  w e c o n si d e r e d
‘ N A’ i n  K aij u a n n ot ati o n a s a s p e ci al t a x o n o mi c r a n k, a n d s u s -
t ai n e d t h e  hi e r a r c hi c al st r u ct u r e  u n d e r t h e f oll o wi n g r ul e s: (i)
w h e n ‘ N A’  o b s e r v e d i n a  n o n - p h yl u m l e v el, a l a b el i s g e n e r at e d
vi a c o m bi ni n g  hi g h e r t a x o n o mi c r a n k i nf o r m ati o n  wit h ‘ N A ’
d e n ot ati o n a s a r a n k i d e nti fi e r ( P: P h yl u m,  C:  Cl a s s,  O:  O r d e r,
F: F a mil y,  G:  G e n u s,  S:  S p e ci e s), (ii) if ‘ N A’ a p p e a r e d at t h e  p h y -
l u m l e v el a l a b el i s g e n e r at e d a s ‘ P N A’. F o r e x a m pl e, if a c o nti g
i s a n n ot at e d a s: ‘ C 1; P r ot e o b a ct e ri a;  Al p h a p r ot e o b a ct e ri a;  R hi -
z o bi al e s;  N A;  N A;  U n k n o w n s p e ci e s’, t h e n it  will  b e c o n v e rt e d
t o: ‘ C 1; P r ot e o b a ct e ri a;  Al p h a p r ot e o b a ct e ri a;  R hi z o bi al e s;  R hi z o -
bi al e s N A F;  R hi z o bi al e s N A F N A G;  U n k n o w n s p e ci e s’. L at e r,
t h e s c ri pt c al c ul at e s t h e  p e r c e nt a g e  of e v e r y t a x a l a b el i n e a c h
r a n k a n d  k e e p s l a b el s  w h o s e  p e r c e nt a g e  w e r e  hi g h e r t h a n a
u s e r- d e fi n e d t h r e s h ol d ( d ef a ult = 0. 5).  A s t h e s c ri pt  p r o vi d e s
m ulti pl e s u b s et s  of f a st a c o r r e s p o n di n g t o  diff e r e nt r a n k s f o r
e a c h  bi n, t h e  u s e r c a n r u n  C h e c k M  wit h all  of t h e s e s u b s et s
a n d e v al u at e t h e  b e st t r a d e off  b et w e e n c o m pl et e n e s s a n d c o n -
t a mi n ati o n.  M o r e  d et ail e d  d e s c ri pti o n  of  o u r  M A G r e fi n e m e nt
m et h o d i s a v ail a bl e at: htt p s:// git h u b. c o m/ y x x u e/ R e c o v e r y - a n d -
r e fi n e m e nt - of - M A G s - f o r- p e r m af r o st - m et a g e n o m e .
M A G s  w e r e a n n ot at e d t o a t a x o n o mi c r a n k  b a s e d  o n  K aij u
a n d  G T D B - T k v 0. 3. 3 ( P a r k s et al. 2 0 1 8 ) a n n ot ati o n. F o r e a c h
s a m pl e,  w e ali g n e d s e q u e n c e  d at a a g ai n st all r e fi n e d  M A G s
u si n g  B B M A P v 3 7. 3 6 ( htt p s:// s o u r c ef o r g e. n et/ p r oj e ct s/ b b m a p/ )
wit h  d ef a ult  p a r a m et e r s.  T h e r el ati v e a b u n d a n c e  of e a c h  M A G
w a s c al c ul at e d  b y a g g r e g ati n g t h e  m a p pi n g r ati o  of c o nti g s  p e r-
t ai n e d t o t hi s  M A G.  R A S T a n n ot ati o n s f o r t h e  M A G s a r e  p u bli cl y
a v ail a bl e at  K B a s e  n a r r ati v e ( A r ki n et al. 2 0 1 8 ): htt p s:// n a r r ati v e.
k b a s e. u s/ n a r r ati v e/ w s. 5 0 1 5 2. o bj. 3 7 0 ( K B a s e a c c o u nt r e q ui r e d).
C o v e r a g e - b a s e d f u n cti o n al  a n al y si s i n  a  M A G - c e nt ri c
vi e w
N o r m ali z ati o n c o v e r a g e
T o  p e rf o r m  q u a ntit ati v e c o m p a r ati v e a n al y si s,  w e  utili z e d a  n o r-
m ali z ati o n st r at e g y –  T P M ( Tr a n s c ri pt s P e r  Kil o b a s e  Milli o n) –
w hi c h i s c o m m o nl y  u s e d i n  n o r m ali zi n g g e n e e x p r e s si o n i n
R N A - s e q a n al y si s ( W a g n e r,  Ki n a n d L y n c h 2 0 1 2 ).  O u r  n o r m al -
i z ati o n  m et h o d c o n si st s  of t h r e e st e p s. Fi r stl y,  w e c o n si d e r e d
c o v e r a g e of c o nti g s a s R P K v al u e of c o nti g s, a s c o v e r a g e r e p r e -
s e nt t h e  n u m b e r  of  m a p p e d r e a d s  di vi d e d  b y t h e l e n gt h  of t h e
c o nti g,  w hi c h i s a n al o g o u s t o  b e t h e c o n c e pt  of P R K v al u e.  S e c -
o n d,  w e c al c ul at e d t h e ‘ p e r  milli o n’ s c al e f a ct o r  b y  di vi di n g t ot al
m a p p e d r e a d c o u nt s  wit h 1  milli o n i n e a c h s a m pl e. F o r e x a m pl e,
t h e  m a p p e d r e a d s c o u nt i n  A L 1  w a s 9 1 7 1 5 3 4, t h u s t h e s c ali n g
f a ct o r i n  A L 1  w o ul d  b e 9. 1 7 1 5 3 4 ( 9 1 7 1, 5 3 4/ 1 0 0 0, 0 0 0). Fi n all y, c o v -
e r a g e  w a s  n o r m ali z e d  b y  di vi di n g c o r r e s p o n di n g s c ali n g f a ct o r,
r e s p e cti v el y.
D e fi niti o n of g r o u p s
W e  p r e - d e fi n e d s e v e r al g r o u p s c o m bi ni n g t h e c o v e r a g e  p att e r n s
wit h g e o g r a p hi c al si g ni fi c a n c e ( T a bl e 1 ).  T o c a pt u r e t h e  di sti n ct
v a ri ati o n i n t e r m s  of c o v e r a g e  p r o fil e s a m o n g c o nti g s,  w e c h o s e
m e di a n  of t h e  n o r m ali z e d c o v e r a g e a s a gl o b al t h r e s h ol d t o cl a s -
sif y c o nti g s a n d r e m o v e d l o w c o v e r a g e c o nti g s ( L O).  A cti v e l a y e r
( A L)  w a s si m pl e c a s e i n  o u r  d at a s et s si n c e t h e r e  w a s  o nl y  o n e
s a m pl e r e p r e s e nti n g t h e a cti v e l a y e r  w hil e  w e f o u n d t h at c o v e r-
a g e  di st ri b uti o n i n P L  w e r e  m o r e c o m pli c at e d a n d  n e e d e d t o  b e
c o n si d e r e d s e p a r at el y: s o m e c o nti g s  w e r e  o nl y  p r e s e nt i n s p e -
ci fi c s a m pl e s,  w hil e  ot h e r s a p p e a r e d i n f ull  o r i n  p a rt i n all P L
s a m pl e s.  T h e r ef o r e,  w e  d e fi n e d t h r e e g r o u p s f o r P L s a m pl e s:
P L Pi( o nl y  p r e s e nt i n s p e ci fi c s a m pl e s), P L S U B ( p r e s e nt i n s o m e
of t h e s a m pl e s) a n d P L A L L( p r e s e nt i n all s a m pl e s).  B e si d e s,  w e
d e ri v e d c o nti g s t h at  h a d a st r o n g c o r r el ati o n ( 0. 9)  b et w e e n  d e pt h
a n d c o v e r a g e f r o m P L s a m pl e s,  n a m el y  KI a n d  K D.  G r o u p  B O r e p -
r e s e nt e d t h e  u bi q uit o u s c o nti g s i n  S v al b a r d  A L a n d P L, r e m ai n -
i n g c o nti g s  w e r e a s si g n e d t o  U N ( u n k n o w n).
C al c ul ati n g  K E G G  M o d ul e a b u n d a n c e of  M A G s
W e c o n si d e r e d e a c h  M A G a s a n i n d e p e n d e nt  u nit a n d  n o r m al -
i z e d c o v e r a g e  w a s  u s e d t o r e p r e s e nt  K E G G  O rt h ol o g y ( K O) a b u n -
d a n c e.  A n ill u st r ati o n  of  o u r st r at e g y i s s h o w n i n Fi g. 1 B. Fi r st,
w e  u s e d P r o di g al v 2. 6. 3 ( H y att et al. 2 0 1 2 )  wit h  m et a  p r o c e d u r e
t o  p r e di ct g e n e s f o r all  M A G s. P r e di ct e d  p r ot ei n  fil e  w a s t h e n
u pl o a d e d t o  p e rf o r m  K O a n n ot ati o n  u si n g  G h o st K O A L A ( K a n e -
hi s a,  S at o a n d  M o ri s hi m a 2 0 1 6 ). L at e r,  w e c o n v e rt e d t h e g e n e -
b a s e d  K O a n n ot ati o n t o a  M A G - c e nt ri c  hi e r a r c hi c al st r u ct u r e a n d
c al c ul at e d  K E G G  m o d ul e a b u n d a n c e.  K E G G  M o d ul e ( M O) i s a c ol -
l e cti o n  of  K O s,  w hi c h r e p r e s e nt s ti g ht f u n cti o n al c o m p o n e nt s
wit h a cl e a r e r  bi ol o gi c al si g ni fi c a n c e c o m p a ri n g  wit h  K O i d e nti -
fi e r s. I n e a c h  M A G, a b u n d a n c e  of  K E G G  M o d ul e s ( M O s)  w a s c al -































































4 F E M S  Mi c r o bi ol o g y E c ol o g y, 2 0 2 0,  V ol. 9 6,  N o. 5
Fi g u r e  1. O v e r vi e w  of  S v al b a r d  p e r m af r o st  bi oi nf o r m ati c st r at e gi e s. ( A),  A n i m p r o v e d  w o r k fl o w f o r  M A G r e c o v e r y a n d r e fi n e m e nt.  T h e e nti r e  w o r k fl o w i n cl u d e s s e v e r al
st e p s a n d t o ol s, i n cl u di n g  q u alit y c o nt r ol, c o - a s s e m bl y,  bi n ni n g, a g g r e g ati o n,  q u alit y c h e c k a n d  M A G r e fi n e m e nt.  S e e  d et ail s i n  m et h o d s. ( B),  A s c h e m ati c ill u st r ati o n
f o r c o v e r a g e - b a s e d f u n cti o n al a n al y si s i n a  M A G - c e nt ri c vi e w. E a c h c o nti g ( C), c o nt ai n s  m ulti pl e g e n e s ( G) t h at c a n  b e a n n ot at e d  wit h  K E G G  O rt h ol o g y ( K) a n d li n k e d
wit h  K E G G  M o d ul e ( M)  d at a b a s e.  C o v e r a g e c a n  b e  u s e d a s a  q u a ntit ati v e  m e a s u r e f o r e a c h  K E G G  M o d ul e  h e n c e all o wi n g a n al y si s  of t r e n d s  of i n c r e a si n g  o r  d e c r e a si n g































































X u e et al. 5
T a bl e 1. D e fi niti o n  of s a m pl e g r o u p s.  A L:  n o r m ali z e d c o v e r a g e i n a cti v e l a y e r, P L:  n o r m ali z e d c o v e r a g e i n  p e r m af r o st l a y e r s a m pl e s.  T H: t h r e s h -
ol d ( m e di a n  of  n o r m ali z e d c o v e r a g e).  D E P T H ( c m  u n d e r s u rf a c e): 1 1 0, 1 2 2, 1 3 5, 1 7 0.  C O R R: P e a r s o n c o r r el ati o n.
G r o u p s D e fi niti o n C rit e ri a
A L P r e s e n c e i n  A L A L > = T H a n d  A L L( P L) < = T H
B O P r e s e n c e  B ot h i n  A L a n d P L A L > = T H a n d  A L L( P L) > = T H
L O A b s e n c e B ot h i n A L a n d P L A L < = T H a n d  A L L( P L) < = T H
P L S U B P r e s e n c e i n s u b s et ( 2  o r 3) P L A L < = T H a n d  S U B( P L) > = T H
P L A L L P r e s e n c e i n all P L A L < = T H a n d  A L L( P L) > = T H
P L Pi P r e s e n c e i n  u ni q u e  P L ( P 1, . . . , P 4) A L < = T H a n d  U NI Q U E( P L Pi) > = T H
KI I n c r e a si n g t r e n d i n P L A L L  o r P L S U B I n ( P L A L L  o r P L S U B) a n d  C O R R( P L,  D E P T H) > = 0. 9
K D  D e c r e a si n g t r e n d i n P L A L L  o r P L S U B I n ( P L A L L  o r P L S U B) a n d  C O R R( P L,  D E P T H) < = − 0. 9
U N U n k n o w n g r o u p s Ot h e r s
b y t ot al  n u m b e r  of  K O i d e nti fi e r s i n t hi s  m o d ul e.  M O a b u n d a n c e
i n e a c h g r o u p  w a s  m e a s u r e d  b y a g g r e g ati n g  M O a b u n d a n c e  of all
M A G s  p r e s e nt e d at e a c h g r o u p, r e s p e cti v el y.  A s t h e  d e m o n st r a -
ti o n s h o w n i n Fi g. 1 B,  M 1 c o n si st s  of 3  K O ( K 1- K 3 ) a n d  M 2  of 4  K O
(K 4- K 6 ).  Bi n 1 i n cl u d e s t w o  w ei g ht e d ( n o r m ali z e d c o v e r a g e) c o n -
ti g s  wit h 5  K O:  C 1 ( w 1 K 1 , w 1 K 2 ) a n d  C 2 (w 2 K 1 , w 2 K 3,  w 2 K 6 ).  B a s e d
o n t h e  d e fi niti o n  of  M A G,  w e s u p p o s e t h at c o nti g s i n t h e s a m e
M A G a r e a bl e t o s h a r e t h ei r  K O:  w e f u rt h e r  u s e a v e r a g e if t h e r e
a r e  m ulti pl e  hit s f o r i d e nti c al  K O i n t h e s a m e  M A G.  T h e r ef o r e,
M 1 a b u n d a n c e i n  Bi n 1 i s: S U M( A V G( w 1 K 1,  w 2 K 1),  w 1 K 2,  w 2 K 3)
/ 3.  Si mil a rl y,  o nl y K 4 i n  M 2 i s  d et e ct e d i n  Bi n 1  w hil e  M 2 c o n -
si st s  of 4  K O, t h u s  M 2 a b u n d a n c e i n  Bi n 1 i s: S U M( w 2 K 6) / 4 .
Fi n all y,  M 1 a b u n d a n c e i n t hi s g r o u p i s si m pl y a g g r e g ati n g all
M 1 a b u n d a n c e  of e a c h  M A G.  A  d et ail e d  d e m o n st r ati o n  of  p e r-
f o r mi n g  o u r c o v e r a g e - b a s e d a n al y si s a n d s o u r c e c o d e a r e a v ail -
a bl e at htt p s:// git h u b. c o m/ y x x u e/ C o v e r a g e - b a s e d - f u n cti o n al - a
n al yi si s -i n - a - M A G - c e nt ri c - vi e w .
R E S U L T S
U ni q u e  M A G s  b e c o m e  a b u n d a nt  wit h  d e pt h i n
S v al b a r d  p e r m af r o st
W e r e c o n st r u ct e d 5 6  M A G s f r o m 1 3  p h yl a, i n cl u di n g 8  hi g h, 4 4
m e di u m a n d 4 l o w - q u alit y  d r aft i n a c c o r d a n c e  wit h  MI MI G st a n -
d a r d s ( B o w e r s et al. 2 0 1 7 ). I n t ot al, t h e a n al y z e d  M A G s c o n sti -
t ut e d  o n a v e r a g e 1 1. 3 %  of t h e r e a d s  o bt ai n e d f o r e a c h s a m -
pl e ( mi n. 7. 1 % a n d  m a x. 1 3. 4 %). I n t hi s l o c ati o n,  w e f o u n d
s e v e r al  M A G s  b el o n gi n g t o A cti n o b a ct e ri a, P r ot e o b a ct e ri a,  B a c-
t e r oi d et e s,  A ci d o b a ct e ri a a n d C hl o r o fl e xi t o  b e  m o st a b u n d a nt
( Fi g. 2 ).  A d diti o n all y,  M A G s  b el o n gi n g t o Ve r r u c o mi c r o bi a, S a c-
c h a ri b a ct e ri a,  G e m m ati m o n a d et e s, Fi r mi c ut e s,  Nit r o s pi r a e,  T h a u m a r-
c h a e ot a, c a n di d at e p h yl u m  D o r mi b a ct e r a e ot a ( A D 3) a n d c a n di d at e
p h yl u m L e v y b a ct e ri a w e r e f o u n d i n l o w e r a b u n d a n c e.  W e  di d  n ot
r e c o v e r a n y  m et h a n o g e ni c a r c h a e a i n t hi s l o c ati o n.  D et ail e d
d e s c ri pti o n  of  M A G s  w e r e  p u bli s h e d  p r e vi o u sl y ( X u e et al. 2 0 1 9 ).
M A G s s h o w e d l o w si mil a rit y t o  p u bli cl y a v ail a bl e g e n o m e s
( T a bl e  S 1,  S u p p o rti n g I nf o r m ati o n) s u g g e sti n g t h at t h e y r e p r e -
s e nt  n o v el s p e ci e s.  W e al s o c o m p a r e d t h e s e  M A G s t o  mi c r o -
bi o m e s  of r e c e nt st a bl e i s ot o p e  p r o bi n g s h o wi n g a cti vit y at
s u b z e r o c o n diti o n s ( T u o rt o et al. 2 0 1 4 ; G a d k a ri et al. 2 0 1 9 ).
S v al b a r d  M A G s  w e r e  di st a ntl y r el at e d t o t h e s e  n o v el  p o p u -
l ati o n s a n d s h o w e d 7 5 % – 8 8 % si mil a rit y  o n 1 6 S r R N A g e n e s
( T a bl e  S 2).
Mi c r o bi al c o m m u nit y c o m p o siti o n  b a s e d  o n c h a n g e s i n  M A G
a b u n d a n c e s h o w e d  di sti n ct  diff e r e n c e s  b et w e e n  A L a n d P L
w h e r e  p r e d o mi n a nt  M A G al s o c h a n g e d  wit h  d e pt h ( Fi g. 2 , Fi g.
S 1,  S u p p o rti n g I nf o r m ati o n). I n t h e  A L, t h e  m o st a b u n d a nt  p h yl a
w e r e A ci d o b a ct e ri a a n d P r ot e o b a ct e ri a w hil e P L  M A G s  w e r e  d o m -
i n at e d  b y A cti n o b a ct e ri a,  B a ct e r oi d et e s,  C hl o r o fl e xi a n d P r ot e o b a c-
t e ri a.  T h e  m o st  d o mi n a nt  M A G s i n  A L –  m a x bi n 2. 0 3 9 s u b ( A ci-
d o b a ct e ri a ),  m et a b at. 1 5 8 (P r ot e o b a ct e ri a ),  m et a b at. 8 9 (Ve r r u c o mi-
c r o bi a ) –  d e cli n e d t o  n e a rl y  u n d et e ct a bl e l e v el s i n t h e P L.  M e m -
b e r s  of P r ot e o b a ct e ri a , Ve r r u c o mi c r o bi a a n d C hl o r o fl e xi , w e r e u bi q -
uit o u s i n P L a n d  h a d si mil a r a b u n d a n c e s i n t h e  u p p e r P L ( P L 1 a n d
P L 2) t h a n  d e e p P L s a m pl e s ( P L 3 a n d P L 4).  W e  o b s e r v e d a  d e cli n e
i n A ci d o b a ct e ri a a n d s o m e A cti n o b a ct e ri a M A G a b u n d a n c e s wit h
d e pt h. P r e vi o u s 1 6 S r R N A  b a s e d a n al y si s  d et e ct e d a si n gl e  A cti -
n o b a ct e ri a f a mil y – I nt r a s p o r a n gi a c e a e – t o  b e st r o n gl y  d o mi n a nt
t h r o u g h o ut t h e P L ( M üll e r et al. 2 0 1 8 ).  H o w e v e r,  w e c o ul d  n ot
d et e ct si mil a r  p o p ul ati o n s i n t hi s  d at a s et.  W e f u rt h e r e x a mi n e d
b ot h a s s e m bl e d c o nti g s a n d  u n - a s s e m bl e d r a w r e a d s  b y  K aij u
a n n ot ati o n a n d  B B M A P ali g n m e nt a n d f o u n d t h at I nt r a s p o r a n-
gi a c e a e c o n stit ut e d a r el ati v el y s m all  p o rti o n  of t h e c o nti g s i n
a s s e m bl e d r e a d s ( 1. 2 %) a n d i n g e n e r al  of  m et a g e n o m e s a s r e p -
r e s e nt e d  b y r a w r e a d s (t ot al  of 3. 3 % i n all  m et a g e n o m e s).  M o r e
u ni q u e  b ut  hi g hl y r e p r e s e nt e d  M A G s  w e r e f o u n d i n t h e  d e e p -
e st s a m pl e s, li k e  m et a b at. 1 7 9 ( C hl o r o fl e xi ) i n P L 3 a n d  m et a b at. 1 5 1
(B a ct e r oi d et e s ) i n P L 4. Li k e wi s e S a c c h a ri b a ct e ri a, c a n di d at e  p h yl u m
D o r mi b a ct e r a e ot a ( A D 3) a n d c a n di d at e  p h yl u m L e v y b a ct e ri a h a d
t h ei r  hi g h e st a b u n d a n c e i n  d e e p  p e r m af r o st.
D et e r mi ni n g t h e c o m pl e xiti e s  of t h e  S v al b a r d
p e r m af r o st  b y c o v e r a g e - b a s e d g r o u p s
M a n y  p e r m af r o st st u di e s a r e f o c u s e d  o n s a m pl e s p e ci fi c c o m -
p a r ati v e a n al y si s ( Y e r g e a u et al. 2 0 1 0 ; M a c k el p r a n g et al. 2 0 1 7 ;
M üll e r et al. 2 0 1 8 ),  h o w e v e r, s a m pl e - b a s e d a n al y si s i s  n ot a bl e t o
r e fl e ct t h e c o m pl e xit y  of  mi c r o bi al s p ati al a r r a n g e m e nt  di r e ctl y.
M o r e o v e r,  w e  o b s e r v e d t h at t h e r e  w e r e s o m e r e g ul a r  p att e r n s
i n c o v e r a g e  di st ri b uti o n a c r o s s  m ulti pl e s a m pl e s.  T o  utili z e t o
t h e  m a xi m u m t h e i nf o r m ati o n a n d e n a bl e a  d e e p e r  u n d e r st a n d -
i n g  of  p e r m af r o st  mi c r o bi al  u ni v e r s e at a  hi g h - r e s ol uti o n,  w e
d e v el o p e d a c o m p a r ati v e st r at e g y t o i n v e sti g at e t h e v a ri a n c e  of
f u n cti o n al  p ot e nti al c o m bi n g t h e g e n o mi c ( c o v e r a g e) a n d f u n c -
ti o n al ( K E G G) i nf o r m ati o n i n a  M A G - c e nt ri c vi e w.  O nl y c o nti g s
f r o m  M A G s  w e r e i n cl u d e d i n t hi s a n al y si s. 2 0, 5 7 3 c o nti g s  o ri gi -
n ati n g f r o m r e fi n e d  M A G s  w e r e a s si g n e d t o cl a s si fi c ati o n g r o u p s
( T a bl e 1 ). P L g r o u p r e p r e s e nt e d t h e l a r g e st  p o rti o n  of t h e  d at a
b y c o v e ri n g 6 0 %  of t h e c o nti g s ( Fi g. 3 ).  A b o ut 1 0 %  of t h e c o nti g s
w e r e s h a r e d  b et w e e n  b ot h  A L a n d P L a n d  u bi q uit o u s at all s a m -
pl e s ( B O)  w hil e 1 3 %  of t h e c o nti g s  w e r e  o nl y f o u n d i n  A L.  Aft e r
filt e ri n g 1 4 %  of l o w a b u n d a n c e c o nti g s ( L O),  o nl y 3 % c o ul d  n ot
b e a s si g n e d t o a n y  of t h e a b o v e g r o u p s ( U N).  Wit hi n P L 2 6 %  of
t h e c o nti g s f ell  u n d e r s u b s et  of P L ( P L S U B) c at e g o r y, 1 9 %  of t h e
c o nti g s  w a s f o u n d i n all 4 P L ( P L A L L) a n d r e p r e s e nt t h e  k e y f u n c -
ti o n s i n  S v al b a r d  p e r m af r o st.  O nl y a s m all  p o rti o n  of t h e c o nti g s
w e r e s p e ci fi c t o e a c h  d e pt h ( a  q u a rt e r  of c o nti g s  w e r e e x cl u si v el y
o b s e r v e d i n  o nl y  o n e s a m pl e ( P L P 1, P L P 2, P L P 3, P L P 4) c o v e r-
i n g 2 % – 6 %  of t h e t ot al c o nti g s.  W e i d e nti fi e d  o nl y a s m all f r a c -
ti o n  of c o nti g s i n P L A L L a n d P L S U B t h at  h a d a st r o n g c o r r el a -
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Fi g u r e  2. T h e r el ati v e a b u n d a n c e  of  M A G s s hift s  b et w e e n s a m pl e s. P e r c e nt  M A G a b u n d a n c e i n  fi v e s oil l a y e r s,  o n e a cti v e l a y e r ( A L,  bl u e c ol o r) a n d f o u r  p e r m af r o st l a y e r s
( P L, y ell o w t o  b r o w n c ol o r),  wit h  diff e r e nt  d e pt h s  b el o w t h e s oil s u rf a c e a r e s h o w n:  A L 1 ( 7 c m), P L 1 ( 1 1 0 c m), P L 2 ( 1 2 2 c m), P L 3 ( 1 3 5 c m) a n d P L 4 ( 1 7 0 c m).  M a xi m u m
li k eli h o o d  p h yl o g e n eti c t r e e  w a s c o n st r u ct e d  b y  u si n g 4 9  hi g hl y c o n s e r v e d  C O G f a mili e s f r o m  p u bli cl y a v ail a bl e g e n o m e s.
1 % f u n cti o n r e p r e s e nt e d i n c o nti g s i n c r e a s e d ( KI)  wit h  d e pt h.
G r o u p - b a s e d a b u n d a n c e  di st ri b uti o n s h o w e d a cl e a r  di sti n ct  dif -
f e r e n c e  of  d o mi n a nt  p h yl u m a m o n g g r o u p s ( Fi g.  S 1,  S u p p o rti n g
I nf o r m ati o n): A ci d o b a ct e ri a a n d P r ot e o b a ct e ri a i n  A L; P r ot e o b a ct e-
ri a i n  B O; A cti n o b a ct e ri a , B a ct e r oi d et e s , C hl o r o fl e xi a n d P r ot e o b a ct e ri a
i n P L.
K e y  m et a b oli c f u n cti o n s g o v e r ni n g c a r b o n  a n d  n ut ri e nt
c y cl e s i n  S v al b a r d  p e r m af r o st
A b o ut 4 5 1  o ut  of 8 0 8  M O i n t h e  d at a b a s e  w e r e  d et e ct e d i n  S v al -
b a r d  M A G s, s e v e r al  pi v ot al  M O  w e r e s el e ct e d a n d a s si g n e d i nt o
c o r r e s p o n di n g  m et a b oli c  p at h w a y s  m a n u all y,  fi n all y 8  p at h w a y s
wit h 1 0 2  M O  w e r e r et ai n e d ( T a bl e  S 3).  H e r e  w e r e p o rt  M O  of
diff e r e nt  p at h w a y s s h o w e d  di sti n ct a b u n d a n c e a m o n g g r o u p s
( Fi g. 4 , Fi g. S 2).
C a r b o n c y cli n g a n d e n e r g y p r o d u cti o n
W e e x a mi n e d t h e t r e n d s i n c a r b o n c y cl e a n d e n e r g y  p r o d u c -
ti o n g e n e s a m o n g  diff e r e nt g r o u p s  b y f o c u si n g  o n  h y d r ol y si s  of
p ol y m e r s, c a r b o h y d r at e a cti v e e n z y m e s ( C A Z Y), s u g a r  utili z a -
ti o n, f att y a ci d  o xi d ati o n,  o xi d ati v e  p h o s p h o r yl ati o n a n d e n e r g y
p r o d u cti o n c at e g o ri e s.  O n e  of t h e  m o st a b u n d a nt  M O  w a s F -
t y p e  A T P a s e ( F - A T P a s e),  w hi c h  w a s  p r e s e nt i n  b ot h  B O a n d
P L A L L.  T hi s  p r o c e s s i s i m p o rt a nt  b e c a u s e i n  B a ct e ri a  m o st  A T P
i s  p r o d u c e d  b y F - A T P a s e i n t h e c yt o pl a s mi c  m e m b r a n e  u n d e r
a e r o bi c c o n diti o n s ( ot h e r wi s e  b y gl y c ol y si s a n d f e r m e nt ati o n
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Fi g u r e  3. C o nti g  di st ri b uti o n a c r o s s g r o u p s. I n t ot al, 2 0 5 7 3 c o nti g s f r o m all  M A G s  w e r e a s si g n e d t o e a c h g r o u p  b a s e d  o n  p r e - d e fi n e d c rit e ri a ( T a bl e 1 ).  KI ( 1 %) a n d  K D
( 5 %)  w e r e  n ot  p r e s e nt e d i n t h e  pi e c h a rt.
t o g r o u p  B O a n d P L A L L al s o i n cl u d e d a l a r g e  n u m b e r  of a e r o -
bi c r e s pi r at o r y c h ai n c o m pl e x  m o d ul e s, s u c h a s  N A D H:  q ui n o n e
o xi d o r e d u ct a s e ( N Q R).  M o st li vi n g s y st e m s  p r ef e r t o  u s e c o n -
s e r v e d e n e r g y c u r r e n ci e s, i n cl u di n g  p r ot o n  m oti v e f o r c e ( P M F),
N A D H a n d  A T P.  N Q R c o n n e ct s t h e s e e n e r g y c u r r e n ci e s  b y  u si n g
N A D H  p r o d u c e d  d u ri n g  n ut ri e nt  b r e a k d o w n t o g e n e r at e a P M F,
w hi c h i s s u b s e q u e ntl y  u s e d f o r  A T P s y nt h e si s ( B a r q u e r a 2 0 1 4 ).
C oll e cti v el y t h e s e t r e n d s s h o w st r o n g r e p r e s e nt ati o n  of a e r o -
bi c r e s pi r at o r y  p r o c e s s e s i n  S v al b a r d  p e r m af r o st,  h o w e v e r,  w e
al s o  o b s e r v e d a  d e c r e a si n g t r e n d i n t h ei r a b u n d a n c e  wit h  d e pt h
( K D> KI, Fi g.  S 2,  S u p p o rti n g I nf o r m ati o n).  W e f u rt h e r i n v e sti -
g at e d  d e h y d r o g e n a s e s i n v ol v e d i n f e r m e nt ati o n,  h o w e v e r, t h e s e
w e r e  n eit h e r i n  hi g h a b u n d a n c e  n o r s h o w e d st r o n g g r o u pi n g
t r e n d s  h e n c e c o n fi r mi n g t h e a e r o bi c r e s pi r ati o n a s t h e  d o mi -
n a nt c a r b o n c y cli n g  p at h w a y i n t hi s l o c ati o n ( Fi g.  S 3,  S u p p o rti n g
I nf o r m ati o n).
P ol y m e r  h y d r ol y si s a n d  C A Z Y f u n cti o n s  w e r e al s o f o u n d i n
a b u n d a n c e e s p e ci all y i n c o r e i n P L g r o u p s ( P L A L L a n d P L S U B).
W e f o u n d t h at g al a ct o s e c o ul d  b e  utili z e d t o gl u c o s e ( vi a L el oi r)
o r t o  p y r u v at e ( vi a  D e L e y) a s  b ot h  p at h w a y s  w e r e  w ell r e p -
r e s e nt e d i n  p e r m af r o st  M A G s.  T h o u g h a  k n o w n  b ottl e n e c k i n
L el oi r i s g al a ct o s e t r a n s p o rt ati o n f r o m  o ut si d e  of t h e c ell,  w e
al s o  o b s e r v e d a n  o v e r- r e p r e s e nt ati o n  of  A B C t r a n s p o rt e r s i n P L
g r o u p ( P at h w a y:  Tr a n s p o rt e r s),  w hi c h  d e m o n st r at e d t h e g e n eti c
p ot e nti al  of  p e r m af r o st  mi c r o bi o m e s t o  d e g r a d e g al a ct o s e i n c a r-
b o h y d r at e  m et a b oli s m.  M A G s al s o s h o w e d  p ot e nti al t o  d e g r a d e
m o r e c o m pl e x c a r b o n s o u r c e s all t h e  w a y t o  C O 2 ( Fi g s  S 4 a n d
S 5,  S u p p o rti n g I nf o r m ati o n). F o r e x a m pl e, t h e  m o st a b u n d a nt
M A G i n t hi s s et C hl o r o fl e xi M A G  m et a b at. 1 7 9 ( G e n u s:  U B A 5 1 8 9)
h a d  x yl ul o s e  ki n a s e a n d  x yl o s e t r a n s p o rt e r s ( T a bl e  S 4,  S u p -
p o rti n g I nf o r m ati o n),  b ut l a c k e d g e n e s e n c o di n g  x yl o s e i s o -
m e r a s e, t h e  fi r st e n z y m e  of t h e i s o m e r a s e  p at h w a y  of  x yl o s e
m et a b oli s m.  T h e r ef o r e, it  w a s li k el y t h at  o nl y  x yl ul o s e c o ul d  b e
utili z e d.  M A G  m et a b at. 1 7 9 al s o  h a d t h r e e c o pi e s  of  G H 3 f a m -
il y  b et a - h e x o s a mi ni d a s e ( c hiti n ol yti c) a n d r el at e d  N - a c et yl - D -
gl u c o s a mi n e ( Gl c N A c) t r a n s p o rt e r s.  T h e s e e n z y m e s c a n cl e a v e
m o n o m e r s  of  Gl c N A c f r o m t h e  n o n - r e d u ci n g e n d  of c hiti n
oli g o m e r s.  A d diti o n all y, t hi s  M A G c o nt ai n e d a  C O  d e h y d r o g e -
n a s e a n d c o ul d  u s e  o r g a ni c a ci d s ( L - L a ct at e  d e h y d r o g e n a s e a n d
A c o nit at e  h y d r at a s e)  h e n c e s h o wi n g t h e  p ot e nti al t o  utili z e a
r a n g e  of  p ol y m e ri c c a r b o n t o  C O 2 .  Tr e h al o s e  bi o s y nt h e si s, a
k n o w n c a r b o n s o u r c e a n d c r y o p r ot e ct a nt,  w a s al s o  hi g hl y r e p r e -
s e nt e d i n P L ( P L A L L a n d P L S U B). P y r u v at e  o xi d ati o n g e n e s  w e r e
f o u n d i n  b ot h  B O a n d P L i n di c ati n g it s i m p o rt a n c e f o r  b ot h  A L
a n d P L.  W e  o b s e r v e d a  d e c r e a si n g t r e n d ( K D, Fi g.  S 2,  S u p p o rti n g
I nf o r m ati o n) i n al m o st all  p ol y m e r  h y d r ol y si s a n d  C A Z Y f u n c -
ti o n s e x c e pt t r e h al o s e  bi o s y nt h e si s a n d  p y r u v at e  o xi d ati o n.
Nit r o g e n,  m et h a n e a n d s ulf u r  m et a b oli s m s
Wit hi n  S v al b a r d  M A G s  nit r o g e n c y cl e  w a s r e st ri ct e d t o  d e nit ri -
fi c ati o n a n d  di s si mil at o r y  nit r at e r e d u cti o n t o a m m o ni a.  B ot h
p at h w a y s  w e r e a b u n d a nt i n  b ot h  B O a n d P L y et i n c o m p a ri -
s o n  wit h  ot h e r  M O s,  nit r o g e n c y cli n g g e n e s c o n stit ut e d a s m all
p o rti o n  of t h e g e n eti c  p ot e nti al. E v e n s o, s o m e  M A G s, li k e  B a c -
t e r oi d et e s  M A G  m et a b at. 1 5 1, s h o w e d a  p ot e nti al  of f ull  d e ni -
t ri fi c ati o n ( Fi g.  S 6,  S u p p o rti n g I nf o r m ati o n).  W e  di d  n ot  d et e ct
M O a n d g e n e s i n v ol v e d i n  nit ri fi c ati o n.  At l e a st  o n e c o p y  of gl u -
t a mi n e s y nt h et a s e ( E C 6. 3. 1. 2), gl ut a m at e s y nt h a s e ( E C 1. 4. 1. 1 3)
a n d a m m o ni u m t r a n s p o rt e r s ( A mt)  w e r e f o u n d i n  m o st a b u n -
d a nt  M A G s a n d  w e r e al s o  w ell r e p r e s e nt e d i n  b ot h  A L,  B O a n d
P L g r o u p s.  All t o g et h e r, t h e s e r e s ult s s h o w t h e  p ot e nti al t o  u s e
o r g a ni c  nit r o g e n a n d a v ail a bl e a m m o ni a i n t h e e n vi r o n m e nt
t h r o u g h t h e  d e pt h  p r o fil e i n  S v al b a r d s oil s. I n t hi s s et  o nl y Fi r mi-
c ut e s M A G  m a x bi n 2. 0 6 4 s u b ( G e n u s: D e s ulf o s p o r o si n u s )  w a s f o u n d
t o  b e c a p a bl e  of  nit r o g e n  fi x ati o n,  w h e r e a s a n ot h e r  k e y  bi o g e o -
c h e mi c al  p r o c e s s  m et h a n e  m et a b oli s m  w a s  n ot f o u n d i n  S v al -
b a r d  M A G s.
G e n e s f o r  di s si mil at o r y s ul fit e r e d u cti o n, t h e s ulf u r  o xi d a -
ti o n ( S O X) g e n e c o m pl e x e s  m e di ati n g t hi o s ulf at e  o xi d ati o n a n d
a s si mil at o r y s ul fit e r e d u ct a s e  M O s  w e r e  p r e s e nt i n  S v al b a r d
M A G s.  T h e s e  M O s  w e r e i n l o w a b u n d a n c e,  b ut i nt e r n al c o m -
p a ri s o n a m o n g t h e g r o u p s r e v e al e d  di sti n ct t r e n d s. F o r e x a m pl e,
a s si mil at o r y s ulf at e r e d u cti o n  w a s a b u n d a nt i n all g r o u p s  w hil e
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X u e et al. 9
H o w e v e r,  w e al s o  d et e ct e d c o - o c c u r r e n c e  of t h e s e  p at h w a y s. F o r
e x a m pl e,  o n e  of t h e  m o st a b u n d a nt  M A G s, P r ot e o b a ct e ri a M A G
m a x bi n 2. 0 1 2 ( G e n u s: G alli o n ell a ) c o nt ai n e d g e n e s i n v ol v e d  b ot h
i n a s si mil at o r y a n d  di s si mil at o r y s ulf at e r e d u cti o n ( Fi g s  S 7 a n d
S 8,  S u p p o rti n g I nf o r m ati o n).  A d diti o n all y, t hi o s ulf at e  o xi d ati o n
b y  S O X c o m pl e x  w a s f o u n d  m ai nl y  d o mi n a nt i n P L A L L.  T hi s
c o m pl e x  h a s  b e e n s h o w n t o  p r o d u c e eit h e r s ulf at e ( c o m pl et e
p at h w a y)  o r el e m e nt al s ulf u r (i n c o m pl et e  p at h w a y) i n  di v e r s e
o r g a ni s m s ( H o u g ht o n et al. 2 0 1 6 ).  W e  d et e ct e d a  d e c r e a si n g
t r e n d ( K D, Fi g.  S 2,  S u p p o rti n g I nf o r m ati o n) i n a s si mil at o r y s ul -
f at e r e d u cti o n  wit h i n c r e a si n g  d e pt h  b ut  n ot  wit h  di s si mil at o r y
s ul fit e r e d u cti o n.  T h e s e  fi n di n g s  u n d e rli n e d t h e i m p o rt a n c e  of
a bilit y t o  m et a b oli z e s ulf u r i n  S v al b a r d  M A G lif e c y cl e.
St r e s s r e s p o n s e s a n d a nti bi oti c r e si st a n c e
P e r m af r o st  mi c r o o r g a ni s m s  h a v e r e p o rt e dl y  b e e n s h o w n t o c o n -
t ai n a s uit e  of s y st e m s t o  d e al  wit h e n vi r o n m e nt al st r e s s o r s,
s u c h a s c ol d - s h o c k  p r ot ei n s a n d  o s m oti c st r e s s  p r ot ei n s, t o
c o u nt e r t h e e xt r e m e  p h y si c al a n d c h e mi c al st r e s s e s, i n cl u di n g
f r e e zi n g t e m p e r at u r e s,  oli g ot r o p hi c c o n diti o n s a n d  hi g h s ali nit y
( M a c k el p r a n g et al. 2 0 1 6 a ).  W e  o b s e r v e d e n ri c h m e nt  of  K d p D E:
p ot a s si u m t r a n s p o rt s y st e m i n P L ( P L A L L a n d P L S U B),  w hi c h
i s r e q ui r e d f o r  m ai nt ai ni n g t h e i nt r a c ell ul a r  p H  b y  b uff e ri n g
t h e  n e g ati v e c h a r g e  of a mi n o a ci d s a n d  u s e d i n  m a n y  b a ct e -
ri a a s a c o m p ati bl e s ol ut e t o c o u nt e r a ct  o s m oti c st r e s s ( G u n d -
l a c h,  C o m mi c h a u a n d  Stül k e 2 0 1 8 ).  A d diti o n all y,  w e f o u n d s e v -
e r al t w o c o m p o n e nt r e g ul at o r y t r a n s p o rt s y st e m s i n v ol v e d i n
c ell  p r o c e s s e s a n d c y cl e c o nt r ol, r e d o x r e s p o n s e a n d c h e m o -
t a xi s i n  hi g h a b u n d a n c e i n P L ( P L A L L a n d P L S U B).  A n ot h e r
m aj o r st r e s s r e s p o n s e  M O  w a s  p h o s p h at e st a r v ati o n r e s p o n s e
s y st e m ( P h o R − P h o B),  w hi c h  w a s  hi g hl y a b u n d a nt i n P L ( P L A L L
a n d P L S U B) g r o u p s, e s p e ci all y i n P L 4.  C o n c o mit a ntl y,  p h o s p h at e
t r a n s p o rt s y st e m s  w e r e a m o n g  hi g hl y a b u n d a nt t r a n s p o rt e r s
s h a r e d  b et w e e n  A L a n d P L g r o u p s.  T h e s e  fi n di n g s i n di c at e t h at
r e g ul ati o n i nt r a c ell ul a r  p H a n d  p h o s p h o r u s a v ail a bilit y a r e  pi v -
ot al f o r  S v al b a r d  M A G s.
B e si d e s  M O  m a n a gi n g e n vi r o n m e nt al st r e s s o r s, s e v e r al
a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s a cti n g a g ai n st a mi n o gl y c o si d e s a n d
fl u o r o q ui n ol o n e s  w e r e  hi g hl y a b u n d a nt i n P L.  T h e a mi n o gl y -
c o si d e s a r e  n at u r al a nti bi oti c s  p r o d u c e d  b y s oil  b a ct e ri a  w h e r e
b r o a d - s p e ct r u m  b a ct e ri ci d al a cti vit y i s a c hi e v e d  b y i nt e rf e r e n c e
wit h  p r ot ei n s y nt h e si s, i n cl u di n g c o r r u pti o n  of t h e g e n eti c c o d e
vi a  bi n d t o r R N A a n d  p r ot ei n s  wit hi n t h e 3 0 S s u b u nit  of t h e
ri b o s o m e ( C o x et al. 2 0 1 5 ). Fl u o r o q ui n ol o n e s a r e a n ot h e r cl a s s
of  b r o a d - s p e ct r u m a nti bi oti c s t h at t a r g et t h e t y p e II t o p oi s o -
m e r a s e s ( D N A g y r a s e a n d t o p oi s o m e r a s e I V) i n v ol v e d i n t h e
m ai nt e n a n c e  of  D N A t o p ol o g y ( R ut g e r s s o n et al. 2 0 1 4 ). I n a  p r e vi -
o u s  w o r k,  Q n r  h a s  b e e n f o u n d a s a  n o v el  m e c h a ni s m  of  n at u r al
fl u o r o q ui n ol o n e s r e si st a n c e i n  b a ct e ri a ( C h e n et al. 2 0 1 3 ).
DI S C U S SI O N
C o m pl e xit y a n d  u n m at c h e d  di v e r sit y i n s oil  m et a g e n o m e s  p r o -
vi d e  m a n y c h all e n g e s t o  d at a a n al y si s; e s p e ci all y t o t h o s e
s e e ki n g t o r e c o v e r  hi g h - q u alit y  M A G s.  D A S T o ol ( Si e b e r et al.
2 0 1 8 ), a r e c e ntl y  p u bli s h e d  bi n r e fi n e m e nt t o ol, ai m s t o r e c o v e r
m o r e  n e a r- c o m pl et e g e n o m e s  b y a g g r e g ati n g a n d i nt e g r ati n g
bi n s g e n e r at e d f r o m e st a bli s h e d  bi n ni n g al g o rit h m s ( K a n g et al.
2 0 1 5 ;  W u,  Si m m o n s a n d  Si n g e r 2 0 1 6 ).  A p pli c ati o n s  of  D A S T o ol
( D a n c z a k et al. 2 0 1 9 ; I m p e r at o et al. 2 0 1 9 ; S eit z et al. 2 0 1 9 ) s h o w e d
si g ni fi c a ntl y i m p r o v e d  M A G r e fi n e m e nt a n d r e c o v e r y.  Y et  w h e n
r e c o n st r u cti n g  p e r m af r o st  M A G s t h e s e eff o rt s  mi g ht still  n ot  b e
s uf fi ci e nt. F o r e x a m pl e, i n t hi s st u d y  w e  o b s e r v e d t h at 2 1  o ut  of
6 4  m et a g e n o m e  bi n s r e m ai n e d  hi g hl y c o nt a mi n at e d ( > = 1 0 %)
e v e n aft e r  u si n g  D A S T o ol.  W e  d e v el o p e d a s c ri pt t o r e c o v e r  bi n s
t h at  w o ul d  b e  ot h e r wi s e  di s c a r d e d ( Fi g. 1 A).  W hil e s e v e r al  bi n
r e fi n e m e nt st r at e gi e s a r e  d e pl o y e d  b y I M G/ M ( C h e n et al. 2 0 1 9 )
a n d  A n vi’ o ( E r e n et al. 2 0 1 5 )  o u r  w o r k fl o w  p r o vi d e s a s c al a bl e
a n d  fl e xi bl e alt e r n ati v e  w h e r e t h o u s a n d s  of  bi n s c o ul d  b e a n a -
l y z e d s y st e m ati c all y.  W e  pi c k e d  K aij u a s t a x o n o mi c cl a s si fi e r
d u e t o it s e xt e n si bilit y a s it  p r o vi d e s f a st a n d s e n siti v e a n n o -
t ati o n s  of l a r g e c o nti g s et s.  Wit h  o u r s c ri pt, t h e  u s e r c a n c h o o s e
diff e r e nt t a x o n o mi c r ef e r e n c e  d at a b a s e s – s u c h a s  R ef S e q,  N C BI
n r  d at a b a s e  o r l o c al –  d e p e n di n g  o n t h ei r r e s e a r c h g o al s.  M o r e
i m p o rt a ntl y, c o nt a mi n at e d c o nti g s c o ul d  b e  d et e ct e d at all t a x -
o n o mi c l e v el s a n d  bi n s c o ul d  b e r e fi n e d  u p t o s p e ci e s l e v el.
O u r s c ri pt t r a c e s t h e  hi e r a r c hi c al r el ati o n s hi p s  u si n g a  u s e r
d e fi n e d  p e r c e nt a g e t h r e s h ol d a n d s u b s et c o nt a mi n at e d  bi n s f o r
all r a n k s f r o m  p h yl u m t o s p e ci e s l e v el.  R e m o vi n g  p o s si bl e c o n -
t a mi n at e d c o nti g s f r o m a  M A G  m a y r e d u c e c o m pl et e n e s s i n
s o m e c a s e s  d u e t o t h e i n a c c u r a c y i n t h e t a x o n o mi c a s si g n -
m e nt s.  Wit h  o u r i m p r o v e d  w o r k fl o w f o r  M A G r e fi n e m e nt,  w e
s u c c e s sf ull y r e p o rt e d 5 6  o ut  of 6 4  M A G s  wit h l o w c o nt a mi n ati o n
(< = 1 0 %).
H e r e,  w e al s o  d e v el o p e d a  n e w c o m p a r ati v e st r at e g y f o r
i n v e sti g ati n g f u n cti o n al  p ot e nti al  b a s e d  o n c o v e r a g e  wit h a
M A G - c e nt ri c vi e w ( Fi g. 1 B).  G e n e r all y,  m et a g e n o mi c f u n cti o n al
a n al y si s  w a s a c hi e v e d  b y  m a p pi n g s h o rt r e a d s  o r a s s e m bl e d
c o nti g s  wit h  p r e di ct e d g e n e s a g ai n st r ef e r e n c e  d at a b a s e s f ol -
l o w e d  b y  p a r si n g t h e r e s ult i n g e n e  o r  p at h w a y l e v el a p p r o a c h e s
( M a c k el p r a n g et al. 2 0 1 7 ; Müll e r et al. 2 0 1 8 ).  G e n e - b y - g e n e
a p p r o a c h e s  utili z e s  m o st  d o mi n a nt g e n e  p r o d u ct s  w hil e  o v e r-
l o o ki n g t h e f a ct t h at  bi ol o gi c al f u n cti o n s r el y  o n  m ulti pl e g e n e s
w hil e  o nl y a s u b s et  of t h e m  m a y  b e si g ni fi c a ntl y a b u n d a nt. F o r
a n ot h e r,  p at h w a y -l e v el a n al y si s c a n  mi s s  n u a n c e d  diff e r e n c e s
i n f u n cti o n al v a ri a n c e a s a  k e y  p at h w a y c o ul d c o nt ai n  m a n y
s h a r e d s u b - p at h w a y s  o r g e n e s.  M oti v at e d  b y t hi s,  w e  d e pl o y e d a
c o m p a r ati v e a n al y si s st r at e g y t h at  utili z e s  K E G G  M o d ul e, a c ol -
l e cti o n  of  m a n u all y  d e fi n e d f u n cti o n al  u nit s e a c h e n c o m p a s s -
i n g a s et  of g e n e s – r e p r e s e nt e d  b y  K O i d e nti fi e r s ( K a n e hi s a
et al. 2 0 1 2 ).  C o m p a ri n g  wit h  p at h w a y  o r g e n e e n ri c h e d a n al y -
si s,  m o d ul e - b a s e d a n al y si s  di r e ctl y li n k s t o s p e ci fi c  m et a b oli c
c a p a cit y ( K a n e hi s a et al. 2 0 1 4 ).  C o v e r a g e i s a n ot h e r i m p o rt a nt
m et a g e n o mi c c h a r a ct e ri sti c ( Al b e rt s e n et al. 2 0 1 3 ; S h a r o n et al.
2 0 1 3 ;  Q ui n c e et al. 2 0 1 7 ) t h at i s c u r r e ntl y  n ot  u s e d  b e y o n d
bi n ni n g a s s e m bl e d c o nti g s i nt o  M A G s ( Al n e b e r g et al. 2 0 1 4 ;
I m elf o rt et al. 2 0 1 4 ; K a n g et al. 2 0 1 5 ;  W u,  Si m m o n s a n d  Si n g e r
2 0 1 6 ). O u r a p p r o a c h t a k e s i nt o a c c o u nt c o v e r a g e a n d  p att e r n s
of  p r e s e n c e/ a b s e n c e a n d c h a n g e s i n c o v e r a g e  b et w e e n s a m pl e s
t h r o u g h  d e fi ni n g  p r o fil e s  o r g r o u p s ( T a bl e 1 ) a n d a n al y zi n g  K E G G
M o d ul e - b a s e d f u n cti o n al i nf o r m ati o n a c r o s s t h e s e g r o u p s. I n
S v al b a r d  p e r m af r o st t hi s a p p r o a c h e d all o w e d i d e nti fi c ati o n  of
f u n cti o n s li n k e d  wit h  d e pt h i n a d diti o n t o ai di n g c a pt u r e  of
n e w t r e n d s  di sti n g ui s hi n g  A L a n d P L ( Fi g. 4 ).  Alt h o u g h  w e  h a v e
f o c u s e d  o n  p e r m af r o st  m et a g e n o mi c s i n t hi s  w o r k, st r at e gi e s
si mil a r t o t h o s e a p pli e d  h e r e a r e a p pli c a bl e t o  ot h e r  m et a g e -
n o mi c st u di e s, e s p e ci all y f o r  w ell - c h a r a ct e ri z e d e n vi r o n m e nt s
s u c h a s  h u m a n g ut  wit h  m o r e a c c u r at e t a x o n o mi c cl a s si fi c a -
ti o n a n d a v ail a bl e  M A G s a s  w ell a s a d diti o n al i nf o r m ati o n  o n
s a m pl e s.
S v al b a r d s oil a n d P L s  w e r e  p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d vi a 1 6 S r R N A
g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g u p t o a d e pt h of 2 m w h e r e mi c r o -
bi al c o m m u niti e s i n P L  w e r e  d o mi n at e d  b y t h e A cti n o b a ct e ri a
(f a mil y I nt r a s p o r a n gi a c e a e). I nt r a s p o r a n gi a c e a e 1 6 S r R N A g e n e  w a s
f o u n d i n a n a v e r a g e a b u n d a n c e  of 7 0 % i n P L;  h o w e v e r,  w e  o nl y
f o u n d t hi s g r o u p t o a c c o u nt f o r 3. 3 %  of t h e all r a w r e a d s a n d
1. 2 %  of a s s e m bl e d c o nti g s.  T hi s c o ul d  b e c a u s e d  b y  diff e r e n c e s































































1 0 F E M S  Mi c r o bi ol o g y E c ol o g y, 2 0 2 0,  V ol. 9 6,  N o. 5
s e q u e n c e d I nt r a s p o r a n gi a c e a e g e n o m e s (J GI I M G/ M) c o nt ai n 1 –
5 c o pi e s  of 1 6 S r R N A g e n e  w hi c h c o ul d c a u s e a n  o v e r e sti m a -
ti o n  w h e n a n al y z e d vi a a m pli c o n s e q u e n ci n g.  A n ot h e r r e a -
s o n f o r t hi s  mi s m at c h c a n  o ri gi n at e f r o m  u n d e r- s a m pli n g  of
I nt r a s p o r a n gi a c e a e p o p ul ati o n s  d u ri n g  m et a g e n o m e s e q u e n ci n g.
I nt r a s p o r a n gi a c e a e g e n o m e s a r e r e all y  hi g h - G C c o nt e nt  p o p ul a -
ti o n s ( 6 8 % – 7 4 %  of  G C r a n g e 6 3 g e n o m e s i n J GI I M G/ M),  h e n c e
s u c h  hi g h - G C ri c h f r a g m e nt s c a n  b e  u n d e r- s a m pl e d  d u ri n g
m et a g e n o mi c li b r a r y  p r e p a r ati o n, f ail t o  p a s s  q u alit y c h e c k s  d u r-
i n g  b a s e c alli n g a n d  h a v e  dif fi c ulti e s  d u ri n g a s s e m bl y ( B o w e r s
et al. 2 0 1 5 ).
T h e g r o u pi n g a p p r o a c h  p r o p o s e d  h e r e e n a bl e d  u s t o  d et e r-
mi n e  k e y f u n cti o n s a n d t r e n d s i n  diff e r e nt c ell a n d  bi o c h e mi c al
c y cl e s  p r o p a g at e d  b y e a c h  M A G t h r o u g h a  p e r m af r o st  d e pt h  p r o -
fil e.  T h e  m o st st ri ki n gl y a b u n d a nt  mi c r o bi al  m et a b oli s m i n t hi s
s et  of  M A G s  w a s a e r o bi c.  V e rti c al s oil  p r o fil e s a r e  oft e n  d e pi ct e d
a s a e r o bi c z o n e s t r a n siti o ni n g  n e atl y i nt o a n a e r o bi c z o n e s  w h e r e
t e r mi n al el e ct r o n a c c e pti n g  p r o c e s s e s a n d f e r m e nt ati o n g o v e r n
c a r b o n  d e c o m p o siti o n ( M a c k el p r a n g et al. 2 0 1 6 b ).  Y et s oil s y s -
t e m s, e s p e ci all y  p e r m af r o st, a r e s h o w n t o  b e  m o r e c o m pl e x. I n
p e r m af r o st a e r o bi c  mi c r o sit e s c a n e xi st  wit hi n i c e  w h e r e l o w -t o -
f r e e zi n g t e m p e r at u r e s e n a bl e  o x y g e n t r a n sf e r i nt o  w at e r (J a n s -
s o n a n d  T a ş 2 0 1 4 ).  Vi a  u s e  of 1 4 C - a c et at e a n d 1 4 C - gl u c o s e  mi c r o -
bi al c o m m u niti e s i n  p e r m af r o st f r o m  C a n a di a n  hi g h  A r cti c  w e r e
s h o w n t o  b e a cti v e at  n e a r a m bi e nt s u b z e r o t e m p e r at u r e s ( − 5 ◦ C
t o − 1 5 ◦ C) ( St e v e n et al. 2 0 0 8 ).  M o r e r e c e ntl y a cti vit y  of  b ot h
t u n d r a a n d  p e r m af r o st  mi c r o b e s at s u b z e r o t e m p e r at u r e s  w e r e
s h o w n vi a st a bl e i s ot o p e  p r o bi n g ( T u o rt o et al. 2 0 1 4 ; G a d k a ri
et al. 2 0 1 9 ).  C a r b o n  d e g r a d ati o n  p at h w a y s i d e nti fi e d i n c ol d s oil s
a n d  p e r m af r o st s h o w a b u n d a n c e a n d a cti vit y  of v a ri o u s a e r o bi c
a n d a n a e r o bi c  p at h w a y s at  diff e r e nt l o c ati o n s.  G e n e s i n v ol v e d
i n st a r c h, li g n o c ell ul o s e, c hiti n, c ell ul o s e a n d t r e h al o s e  d e g r a -
d ati o n i n  b ot h t h e a cti v e l a y e r a n d  p e r m af r o st ( Y e r g e a u et al.
2 0 1 0 ; M a c k el p r a n g et al. 2 0 1 1 ; G a d k a ri et al. 2 0 1 9 ) a n d a n a e r o -
bi c  m et a b oli s m  w a s i d e nti fi e d a s a c o m m o n  mi c r o bi al t r ait i n
p e r m af r o st  m et a g e n o m e s ( Li p s o n et al. 2 0 1 3 ;  H ult m a n et al. 2 0 1 5 ;
W o o d c r oft et al. 2 0 1 8 ).  O u r c u r r e nt  k n o wl e d g e  of i nt a ct a n d t h a w -
i n g  p e r m af r o st  p oi nt s t o a l a r g e v a ri a n c e i n  m et a b oli c  p ot e n -
ti al a n d it s  utili z ati o n a m o n g  diff e r e nt g e o g r a p hi c al l o c ati o n s
( M a c k el p r a n g et al. 2 0 1 6 b ). I n  S v al b a r d  p e r m af r o st,  w e f o u n d a e r-
o bi c  p r o c e s s e s a s t h e  k e y  m et a b oli s m ( Fi g. 4 )  of r e c o v e r e d  M A G s
w hi c h s h o w e d  p r e vi o u sl y  u n r e p o rt e d  m et a b oli c  p ot e nti al i n  p e r-
m af r o st.  B e si d e s g e n e s i n v ol v e d  S O M  d e g r a d ati o n ( Fi g.  S 3,  S u p -
p o rti n g I nf o r m ati o n),  w e f o u n d t h at i n  p e r m af r o st  M A G s f o r a e r-
o bi c  p r o c e s s e s  d o mi n ati n g c ell ul a r  m et a b oli s m.  T h e s e r e s ult s
i n di c at e t h at a s u b st a nti al i n v e st m e nt  b y  p e r m af r o st  M A G s i n
e n e r g y  p r o d u cti o n i s r e q ui r e d t o  m ai nt ai n r e a cti o n s i n  o r d e r t o
s u r vi v e at l o w t e m p e r at u r e s.  T h e s e r e s ult s a r e al s o i n c o n c u r-
r e n c e  wit h  p r e vi o u s a cti vit y  m e a s u r e m e nt s f r o m t h e s a m e l o c a -
ti o n  w h e r e t h r o u g h a s e ri e s  of i n c u b ati o n s  M üll e r et al. ( Müll e r
et al. 2 0 1 8 ) s h o w e d  u p o n  p e r m af r o st t h a w  u p t o f o u r ti m e s  hi g h e r
C O 2 r e s pi r ati o n r at e  w e r e  o b s e r v e d  u n d e r a e r o bi c t h a n a n a e r o -
bi c c o n diti o n s.  A d diti o n all y,  p e r m af r o st s a m pl e s e mitt e d si mil a r
q u a ntiti e s  of  C O 2 t o a cti v e l a y e r s oil s s u g g e sti n g t h at  S v al b a r d
p e r m af r o st  mi c r o bi o m e c a n sti m ul at e it s a e r o bi c  m et a b oli s m
u p o n t h a w.  C H 4 i s a n i m p o rt a nt c o m p o n e nt  of s oil  G H G  fl u x e s i n
t h e  A r cti c  w hi c h i s s h o w n t o  b e r el e a s e d  u p o n  p e r m af r o st t h a w
a s a r e s ult  of si g ni fi c a nt c h a n g e s i n  mi c r o bi al  p o p ul ati o n s a n d
t h ei r i nt e r a cti o n s ( Si n gl et o n et al. 2 0 1 8 ;  W o o d c r oft et al. 2 0 1 8 ). I n
t hi s st u d y;  h o w e v e r,  w e  di d  n ot  fi n d a n y  m et h a n o g e ni c  M A G s
o r  m et h a n e  o xi d ati o n  p ot e nti al g e n e s a n d a n a e r o bi c i n c u b ati o n
e x p e ri m e nt s yi el d e d  n o  C H 4 p r o d u cti o n ( M üll e r et al. 2 0 1 8 ).
A r cti c s oil s a n d  p e r m af r o st a r e  nit r o g e n li mit e d  w h e r e
i m p o rt a n c e  of  nit r o g e n  fi x ati o n f o r  p e r m af r o st  mi c r o bi o m e
w a s  hi g hli g ht e d  b y e a rli e r  m et a g e n o mi c s eff o rt s ( Y e r g e a u et al.
2 0 1 0 ; M a c k el p r a n g et al. 2 0 1 1 ). It  w a s  h y p ot h e si z e d t h at t h e
f r o z e n c o n diti o n s i n  p e r m af r o st s e q u e st e r  bi ol o gi c all y a v ail -
a bl e  nit r o g e n,  m a ki n g  nit r o g e n  fi x ati o n  n e c e s s a r y t o c o nt ai n
m et a b oli c a cti vit y.  H ult m a n et al. ( H ult m a n et al. 2 0 1 5 ) s h o w e d
t h at t h e  p e r m af r o st  mi c r o bi o m e  w a s  p oi s e d t o a s si mil at e  nit r o -
g e n  w h e r e g e n e s e n c o di n g  b ot h gl ut a mi n e- a n d gl ut a m at e s y n-
t h a s e s w e r e t r a n s c ri b e d a n d t r a n sl at e d i n  p e r m af r o st.  T h e s e
p a n - a r cti c  o b s e r v ati o n s  w e r e al s o  p a r all el e d i n  S v al b a r d a cti v e
l a y e r s oil s  w h e r e  S c h o st a g et al ( S c h o st a g et al. 2 0 1 5 )  d et e ct e d
hi g h a b u n d a n c e  of  nit r o g e n - fi xi n g  b a ct e ri a vi a 1 6 S r R N A g e n e
s e q u e n ci n g.  S v al b a r d  p e r m af r o st  M A G s s h o w e d si mil a r t r e n d s
t o t h e s e  p r e vi o u s  fi n di n g s  w h e r e t h r o u g h o ut t h e  d e pt h  p r o fil e
m o st a b u n d a nt  M A G s  h a d gl ut a mi n e s y nt h et a s e , gl ut a m at e s y n-
t h a s e a n d a m m o ni u m t r a n s p o rt e r s t o a s si mil at e  nit r o g e n. E a r-
li e r r e s e a r c h s h o w e d t h at 4 5 0 – 5 5 0 μ g/ L a m m o ni a c o ul d  b e f o u n d
i n  S v al b a r d  p e r m af r o st l a y e r s ( Müll e r et al. 2 0 1 8 ). I n c o nt r a st,
nit r o g e n  fi x ati o n  p ot e nti al  w a s li mit e d,  w hi c h c oll e cti v el y s u g -
g e st  nit r o g e n li mit ati o n a s a n i m p o rt a nt c o n st r ai nt t o c ell ul a r
a cti vit y i n i nt a ct a n d t h a w e d  p e r m af r o st.
S ulf u r  m et a b oli s m  h a v e  b e e n s h o w n t o  b e  wi d el y  p r e s e nt i n
p e r m af r o st  mi c r o b e s ( H a n s e n et al. 2 0 0 7 ;  V at s u ri n a et al. 2 0 0 8 ;
Li p s o n et al. 2 0 1 3 ;  C h a u h a n et al. 2 0 1 4 ).  W hil e s ul fit e r e d u c -
ti o n a n d s ulf u r  o xi d ati o n  w e r e f o u n d i n  p e r m af r o st at  diff e r e nt
d e pt h s (J a n s s o n a n d  T a ş 2 0 1 4 ;  H ult m a n et al. 2 0 1 5 ), s ulf at e r e d u c -
ti o n r at e s  w e r e  o nl y  hi g h i n  b o g s a m pl e s  w hil e al m o st  n e gli gi bl e
i n i nt a ct  p e r m af r o st ( H ult m a n et al. 2 0 1 5 ).  C u r r e nt  k n o wl e d g e
f r o m  m et a g e n o m e  d at a s u g g e st t h at r e d o x c o n diti o n s  b e c o m e
f a v o r a bl e f o r s ulf at e r e d u cti o n aft e r  p e r m af r o st t h a w.  S v al b a r d
M A G s  p r o vi d e a  n e w  p e r s p e cti v e t o s ulf u r  m et a b oli s m i n  p e r-
m af r o st  w h e r e a b u n d a nt  M A G s t o c o nt ai n e d g e n e s i n v ol v e d
b ot h i n a s si mil at o r y a n d  di s si mil at o r y s ulf at e r e d u cti o n ( Fi g s
S 7 a n d  S 8,  S u p p o rti n g I nf o r m ati o n).  G e n o mi c e vi d e n c e s u g g e st s
t h at G alli o n ell a ( o n e  of t h e  m ai n s ulf u r c y cl e  M A G s:  m a x bi n 2. 0 1 2)
a r e a d a pt e d t o e xt r e m el y l o w  o x y g e n l e v el s, it i s  p o s si bl e t h at
t h e y a r e c a p a bl e  of g r o wt h at  di s s ol v e d  O 2 c o n c e nt r ati o n s  b el o w
t h e  o x y g e n  d et e cti o n li mit s t o  o c c u p y a  n a r r o w  ni c h e  b et w e e n
O 2 a n d r e d o x g r a di e nt s ( E m e r s o n et al. 2 0 1 3 ; B e r g et al. 2 0 1 9 ).  W e
h y p ot h e si z e t h at  S v al b a r d  M A G s r et ai n  fl e xi bilit y i n t h ei r s ulf u r
m et a b oli s m i n  o r d e r t o f ull y  utili z e li mit e d r e s o u r c e s  p r o p a g at e d
b y i c e a n d f o r m ati o n  o r  mi c r o sit e s.
G e n e s i n v ol v e d i n st r e s s r e s p o n s e s, r e si st a n c e a n d r e sili e n c e
a r e s h o w n t o  b e c r u ci al  p a rt  of  n ot  o nl y  p e r m af r o st  mi c r o o r-
g a ni s m s  b ut al s o  p s y c h r o p hil e s i n g e n e r al ( A y al a - D el - R ı́ o et al.
2 0 1 0 ;  M y k yt c z u k et al. 2 0 1 3 ).  Mi c r o bi al s u r vi v al i n  p e r m af r o st i s
c h all e n gi n g:  p r ot ei n s a r e l e s s  fl e xi bl e a n d a r e  p r o n e t o  d e n at u r a -
ti o n ( M y k yt c z u k et al. 2 0 1 3 ), c ell  m e m b r a n e s  oft e n s u s c e pti bl e t o
l o s e t h ei r  fl ui dit y ( A y al a - D el - Rı́ o et al. 2 0 1 0 ),  w at e r r et e nti o n c a n
b e c h all e n gi n g a n d  n ut ri e nt t r a n s p o rt c a n  b e c o n st r ai n e d.  A s a
r e s ult, ef fi ci e nt a ni o n a n d c ati o n t r a n s p o rt e r s i s  b e n e fi ci al f o r
c ell s u r vi v al.  W e  o b s e r v e d a n e n ri c h m e nt  of  p ot a s si u m t r a n s -
p o rt r e g ul at o r y s y st e m i n a b u n d a nt  p e r m af r o st  M A G s ( Fi g. 4 ).
T h e  p r e s e n c e  of  p ot a s si u m t r a n s p o rt e r  p r ot ei n i n  p e r m af r o st
w a s al s o c o n fi r m e d  b y a  p r e vi o u s  m et a p r ot e o mi c s st u d y ( H ult -
m a n et al. 2 0 1 5 ).  A s t h e s e t r a n s p o rt e r s s e r v e a n i m p o rt a nt r ol e i n
m ai nt ai ni n g t h e i nt r a c ell ul a r  p H, c o u nt e r a ct  o s m oti c st r e s s a n d
al s o r e q ui r e d a s c of a ct o r s f o r  m a n y e n z y m e s. Fi n all y,  p ot a s si u m
i s e s s e nti al f o r t h e a cti vit y  of  m a n y e n z y m e s a n d  p r ot ei n c o m -
pl e x e s i n cl u di n g t h e ri b o s o m e a s  w ell a s f o r t h e r e g ul ati o n  of
g e n e e x p r e s si o n.  T h ei r e n ri c h m e nt i n  M A G s s h o w s  hi g h c a p a -
bilit y i n r e g ul ati n g c ell ul a r f u n cti o n s a n d  p ot e nti al a cti vit y i n
f r o z e n s oil s.  H ult m a n et al. ( H ult m a n et al. 2 0 1 5 ) f o u n d  hi g h  n u m -
b e r s  of c ol d - s h o c k  p r ot ei n s i n  p e r m af r o st.  T h o u g h  p r e s e nt i n































































X u e et al. 1 1
i n  M A G s; i n st e a d c ell f at e a n d c y cl e c o nt r ol, r e d o x r e s p o n s e a n d
c h e m ot a xi s r e g ul at o r y s y st e m s  w e r e  of  hi g h a b u n d a n c e.  Tr a n s -
m e m b r a n e r e c e pt o r s a r e  u bi q uit o u sl y  u s e d  b y  p r o k a r y ot e s i n
e n vi r o n m e nt al s e n si n g ( Bi, Ji n a n d  S o u rji k 2 0 1 8 ).  A s a r e s ult, it
c a n  b e e x p e ct e d t h at c ell ul a r f u n cti o n s c o nt r olli n g t h e s e s y s -
t e m s a r e r et ai n e d a n d  m a y b e e n ri c h e d i n  p e r m af r o st.  S u r p ri s -
i n gl y  w e  di d  n ot i d e ntif y s p o r e f o r mi n g  p ot e nti al a s a  k e y f u n c -
ti o n al  p ot e nti al  of  S v al b a r d  M A G s.  T hi s i n li n e  wit h t h e  p r e vi -
o u s a s s e s s m e nt t h at s p o r e s a r e  n ot t h e  b e st s u r vi v al st r at e g y f o r
f r e e zi n g c o n diti o n s ( M o n d a v et al. 2 0 1 4 ).  B e si d e s e n vi r o n m e n -
t al st r e s s o r s, s e v e r al a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s a cti n g a g ai n st
a mi n o gl y c o si d e s a n d  fl u o r o q ui n ol o n e s  w e r e a m o n g  k e y f u n c -
ti o n s s h a r e d a m o n g  S v al b a r d  p e r m af r o st  M A G s.  A nti bi oti c r e si s -
t a nt  b a ct e ri a  w e r e f o u n d  b ot h a m o n g t h e  A r cti c a n d  A nt a r c -
ti c i s ol at e s ( Mi n dli n a n d P et r o v a 2 0 1 7 )  w h e r e a b o ut  o n e t hi r d
of t h e i s ol at e d  p e r m af r o st st r ai n s  w e r e r e si st a nt t o  m o r e t h a n
o n e a nti bi oti c.  A mi n o gl y c o si d e s  w e r e  o b s e r v e d i n a n ci e nt  p e r-
m af r o st s a m pl e s a s  w ell ( D c o st a et al. 2 0 1 1 ; K a s h u b a et al. 2 0 1 7 ).
R e si st a n c e a g ai n st  fl u o r o q ui n ol o n e s,  w hi c h  di r e ctl y i n hi bit  D N A
s y nt h e si s, i s a  wi d e s p r e a d  mi c r o bi al s u r vi v al st r at e g y ( R ut g e r s -
s o n et al. 2 0 1 4 ).  A nti bi oti c r e si st a n c e i s a n i n h e r e nt  p r o p e rt y  of
p e r m af r o st  mi c r o bi o m e  h o w e v e r  w e a r e y et t o  u n d e r st a n d t h e
i m p o rt a n c e  of t h e s e  m e c h a ni s m s  o n  p e r m af r o st  mi c r o bi al  di v e r-
sit y a n d  bi o c h e mi c al c y cl e s  b e y o n d t h ei r a p p a r e nt r ol e i n s u r-
vi v al.
S v al b a r d  M A G s c a r r y si g n at u r e s  of  m et a b oli c  p at h w a y s t h at
p r o vi d e ti g ht c o nt r ol  of g r o wt h a n d r e s o u r c e s.  Al m o st all li v -
i n g c ell s s o p hi sti c at e dl y r e g ul at e t h ei r  p h o s p h at e  u pt a k e t h at
e n a bl e s s u r vi v al  u n d e r  p h o s p h at e -li miti n g c o n diti o n s ( M a r z a n
a n d  S hi mi z u 2 0 1 1 ). I n  p a rti c ul a r, r e g ul ati o n  of  p h o s p h at e  m a y
pl a y a n i m p o rt a nt r ol e  w h e n  nit r o g e n i s al s o li miti n g.  W e
f o u n d t h at  m et a b oli s m i n v ol v e d i n r e c y cli n g a n d a c q ui siti o n  of
a m m o ni u m  w a s c o n c o mit a nt  wit h st r o n g r e p r e s e nt ati o n  p h o s -
p h at e r e g ul ati o n (i. e. st a r v ati o n r e s p o n s e a n d r el at e d t r a n s -
p o rt e r s). E s p e ci all y i n  p h o s p h at e  d e pl et e d s oil s ef fi ci e nt  p h o s -
p h o r u s t r a n s p o rt e r s a r e  pi v ot al, a s t h e y all o w  mi c r o o r g a ni s m s
t o c o m p et e f o r  bi o a v ail a bl e  p h o s p h o r u s.  H e r e,  w e  h y p ot h e si z e
t h at  mi c r o bi al g r o wt h, s u r vi v al a n d  di v e r s e  m et a b oli s m i n cl u d -
i n g e n e r g y a n d c e nt r al c a r b o n c y cli n g i n  S v al b a r d  p e r m af r o st
i s f a cilit at e d  b y c o u pl e d r e g ul ati o n  of a m m o ni u m, s ulf u r a n d
p h o s p h at e  m et a b oli s m. E v e n t h o u g h  w e a r e  n ot a bl e t o ti e t hi s
h y p ot h e si s t o a v ail a bilit y  of  n ut ri e nt s  o r g e n e e x p r e s si o n t h at
r e g ul at e s t h e s e  m et a b oli s m s, it i s t e m pti n g t o s p e c ul at e t h at
u n d e r f r e e zi n g c o n diti o n s  S v al b a r d  mi c r o bi al  p o p ul ati o n s r e g u -
l at e e xt r a - a n d i nt r a - c ell ul a r  n ut ri e nt st oi c hi o m et r y a n d a v ail -
a bilit y cl o s el y t o s u r vi v e a n d  utili z e a  wi d e r a n g e  of c a r b o n
r e s o u r c e s.
C O N C L U SI O N S
P r e di cti n g  m et a b oli c f u n cti o n alit y a n d r e s p o n s e s t o c h a n gi n g
e n vi r o n m e nt al c o n diti o n s f r o m  m et a g e n o mi c  d at a a r e a m o n g
t h e g r e at e st c h all e n g e s i n  mi c r o bi al e c ol o g y t o d a y ( M y r ol d,
Z e gli n a n d J a n s s o n 2 0 1 4 ).  Still  m et a g e n o mi c s c a n  b e  u s e d t o
g e n e r at e  n o v el  h y p ot h e s e s a b o ut  mi c r o bi al  m et a b oli s m a n d
lif e st yl e. P e r m af r o st i n  S v al b a r d i s  p r e di ct e d t o  b e  m o r e s e n si -
ti v e t o i n c r e a s e s i n s oil t e m p e r at u r e a n d a cti v e l a y e r t hi c k n e s s
t h a n t h e  p e r m af r o st  of e xt e n si v e l o wl a n d s i n  Si b e ri a,  n o rt h -
e r n  C a n a d a a n d  Al a s k a. I n a d diti o n,  S v al b a r d i s a n a r c hi p el a g o
l o c at e d  n e a r t h e  n o rt h e r n  m o st  b r a n c h e s  of t h e  N o rt h  Atl a nti c
C u r r e nt a n d t h e s o ut h e r n li mit  of t h e  p ol a r i c e p a c k. E v e n s m all
v a ri ati o n s i n t h e s e i m p o rt a nt  p h e n o m e n a  will i n d u c e r a pi d cli -
m ati c v a ri ati o n s  wit h  p ot e nti al eff e ct s  o n t h e l o c al  S v al b a r d
cli m at e a n d  p e r m af r o st. I n t hi s st u d y,  w e  p r o vi d e a n i n - d e pt h
a n al y si s  of  k e y  p e r m af r o st  mi c r o bi al f u n cti o n s i n  S v al b a r d vi a a
M A G - c e nt ri c a n al y si s.  S v al b a r d  M A G s  w e r e  m o stl y a e r o bi c a n d
s h o w e d e n ri c h m e nt i n f u n cti o n s r e g ul ati n g a m m o ni u m, s ulf u r
a n d  p h o s p h at e  m et a b oli s m.  A m o n g  diff e r e nt  p e r m af r o st  d e pt h s
w e r e p e at e dl y  o b s e r v e d t h e s e  m et a b oli c  p at h w a y s.  T h ei r  p e r s e -
v e r a n c e  p oi nt t o t h ei r  p ot e nti al i m p o rt a n c e t o lif e i n  p e r m af r o st.
O u r a n al y si s al s o i d e nti fi e d eff e cti v e r e s o u r c e a c q ui siti o n f r o m
t h e e n vi r o n m e nt i n  p ot e nti all y c o m p etiti v e a n d li mit e d r e s o u r c e
c o n diti o n s a s a  k e y  p e r m af r o st  mi c r o bi o m e  p r o p e rt y.  C oll e c -
ti v el y  o u r r e s ult s s h o w e d t h at  S v al b a r d  M A G s c o nt ai n  p r e vi o u sl y
u n r e p o rt e d  m et a b oli c f u n cti o n s i n a  p e r m af r o st e n vi r o n m e nt.
D A T A  A N D  C O D E  A V AI L A BI LI T Y
T h e s h ot g u n s e q u e n c e  d at a a n d r e c o v e r e d  M A G s  w e r e  d e p o sit e d
i n t h e E u r o p e a n  N u cl e oti d e  A r c hi v e ( E N A)  d at a b a s e  u n d e r t h e
st u d y  n u m b e r P RJ E B 3 0 8 7 2.
A n i n st r u cti o n  of r e fi ni n g  M A G s a n d s o u r c e c o d e i s a v ail a bl e
at htt p s:// git h u b. c o m/ y x x u e/ R e c o v e r y - a n d - r e fi n e m e nt - of - M A G
s - f o r- p e r m af r o st - m et a g e n o m e .
A  d e m o n st r ati o n  of c o m p a r ati v e f u n cti o n al a n al y si s  b y c o v -
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B e r g J S, J é z é q u el  D,  D u v e r g e r  A et al. Mi c r o bi al  di v e r sit y
i n v ol v e d i n i r o n a n d c r y pti c s ulf u r c y cli n g i n t h e f e r r u gi -
n o u s, l o w - s ulf at e  w at e r s  of L a k e P a vi n. P L o S  O n e 2 0 1 9; 1 4 ,
d oi: 1 0. 1 3 7 1/j o u r n al. p o n e. 0 2 1 2 7 8 7.
Bi  S, Ji n F,  S o u rji k  V. I n v e rt e d si g n ali n g  b y  b a ct e ri al c h e m ot a xi s
r e c e pt o r s. N at  C o m m u n 2 0 1 8; 9 : 2 9 2 7.
B o w e r s  R M,  Cl u m  A,  Ti c e  H et al. I m p a ct  of li b r a r y  p r e p a r ati o n
p r ot o c ol s a n d t e m pl at e  q u a ntit y  o n t h e  m et a g e n o mi c r e c o n -
st r u cti o n  of a  m o c k  mi c r o bi al c o m m u nit y. B M C  G e n o mi c s
2 0 1 5; 1 6 : 8 5 6.
B o w e r s  R M,  K y r pi d e s  N C,  St e p a n a u s k a s  R et al. Mi ni m u m i nf o r-
m ati o n a b o ut a si n gl e a m pli fi e d g e n o m e ( MI S A G) a n d a
m et a g e n o m e - a s s e m bl e d g e n o m e ( MI M A G)  of  b a ct e ri a a n d
a r c h a e a. N at  Bi ot e c h n ol 2 0 1 7; 3 5 : 7 2 5 – 3 1.
C h a u h a n  A, L a yt o n  A C,  Vi s h ni v et s k a y a  T A et al. M et a g e n o m e s
f r o m t h a wi n g l o w - s oil - o r g a ni c - c a r b o n  mi n e r al c r y o s ol s a n d
p e r m af r o st  of t h e c a n a di a n  hi g h a r cti c. G e n o m e  A n n o u n c
2 0 1 4; 2 ,  d oi: 1 0. 1 1 2 8/ g e n o m e A. 0 1 2 1 7 - 1 4.
C h e n  B,  Y a n g  Y, Li a n g  X et al. M et a g e n o mi c  p r o fil e s  of a nti bi oti c
r e si st a n c e g e n e s ( A R G s)  b et w e e n  h u m a n i m p a ct e d e st u a r y
a n d  d e e p  o c e a n s e di m e nt s. E n vi r o n S ci  Te c h n ol 2 0 1 3; 4 7 : 1 2 7 5 3 –
6 0.
C h e n I M A,  C h u  K, P al a ni a p p a n  K et al. I M G/ M v. 5. 0: a n i nt e -
g r at e d  d at a  m a n a g e m e nt a n d c o m p a r ati v e a n al y si s s y st e m
f o r  mi c r o bi al g e n o m e s a n d  mi c r o bi o m e s. N u cl ei c  A ci d s  R e s
2 0 1 9; 4 7 : D 6 6 6 – 7 7.
C o x  G,  St o gi o s PJ,  S a v c h e n k o  A et al. St r u ct u r al a n d  m ol e c u -
l a r  b a si s f o r r e si st a n c e t o a mi n o gl y c o si d e a nti bi oti c s  b y t h e
a d e n yl ylt r a n sf e r a s e  A N T( 2 ) -I a.  B u s h  K ( e d.). M Bi o 2 0 1 5; 6 ,
d oi: 1 0. 1 1 2 8/ m Bi o. 0 2 1 8 0 - 1 4.
D a n c z a k  R E, J o h n st o n  M D,  K e n a h  C et al. C a p a bilit y f o r
a r s e ni c  m o bili z ati o n i n g r o u n d w at e r i s  di st ri b ut e d a c r o s s
b r o a d  p h yl o g e n eti c li n e a g e s. P e r ei r a I A C ( e d.). P L o S  O n e
2 0 1 9; 1 4 : e 0 2 2 1 6 9 4.
D c o st a  V M,  Ki n g  C E,  K al a n L et al. A nti bi oti c r e si st a n c e i s a n ci e nt.
N at u r e 2 0 1 1; 4 7 7 : 4 5 7 – 6 1.
D e n g J,  G u  Y,  Z h a n g J et al. S hift s  of t u n d r a  b a ct e ri al a n d a r c h a e al
c o m m u niti e s al o n g a  p e r m af r o st t h a w g r a di e nt i n  Al a s k a.
M ol E c ol 2 0 1 5; 2 4 : 2 2 2 – 3 4.
E d w a r d s  A,  A n e si o  A M,  R a s s n e r  S M et al. P o s si bl e i nt e r a c -
ti o n s  b et w e e n  b a ct e ri al  di v e r sit y,  mi c r o bi al a cti vit y a n d
s u p r a gl a ci al  h y d r ol o g y  of c r y o c o nit e  h ol e s i n  S v al b a r d. I S M E
J 2 0 1 1; 5 : 1 5 0 – 6 0.
E m e r s o n  D, Fi el d E K,  C h e rt k o v  O et al. C o m p a r ati v e g e n o mi c s
of f r e s h w at e r F e - o xi di zi n g  b a ct e ri a: I m pli c ati o n s f o r  p h y s -
i ol o g y, e c ol o g y, a n d s y st e m ati c s. Fr o nt  Mi c r o bi ol 2 0 1 3; 4 ,
d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 1 3. 0 0 2 5 4.
E r e n  A M, E s e n Ö C,  Q ui n c e  C et al. A n vi’ o: a n a d v a n c e d
a n al y si s a n d vi s u ali z ati o n  pl atf o r m f o r ‘ o mi c s  d at a. P e e rJ
2 0 1 5; 3 : e 1 3 1 9.
G a d k a ri P S,  M c G ui n n e s s L R,  M ä n ni st ö M K et al. A r cti c t u n d r a
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Gitt el  A,  B á r t a J,  K o h o ut o v á I et al. Sit e - a n d  h o ri z o n - s p e ci fi c  p at -
t e r n s  of  mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e a n d e n z y m e a cti vi -
ti e s i n  p e r m af r o st - aff e ct e d s oil s  of  G r e e nl a n d. Fr o nt  Mi c r o bi ol
2 0 1 4; 5 : 5 4 1.
G u n dl a c h J,  C o m mi c h a u F M,  St ül k e J. P e r s p e cti v e  of i o n s a n d
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Fi g ur e  S 1: T h e r el ati v e a b u n d a n c e of M A G s r e pr e s e nt e d a m o n g m ai n gr o u p s.  T hr e e d o mi n a nt 




Fi g ur e  S 2: H e at m a p s h o w s t h e a b u n d a n c e of s el e ct e d K E G G M O b et w e e n KI (I n cr e a si n g tr e n d 
i n P L _ A L L a n d P L _ S U B) a n d K D ( D e cr e a si n g tr e n d i n P L _ A L L a n d P L _ S U B) . KI a n d K D r e pr e s e nt 
c o nti g s wit h str o n g c orr el ati o n s ( KI: > = 0. 9, K D < = -0. 9) b et w e e n d e pt h ( c m: 1 1 0, 1 2 2, 1 3 5, 1 7 0) a n d 
n or m ali z e d c o v er a g e i n P L s a m pl e s.  
 
 
Fi g ur e   S 3: Al c o h ol  D e h y dr o g e n a s e  at  S v al b ar d  M A G s  a m o n g  s a m pl e  gr o u p s. T h e  b ar  c h art 
s h o w s  a b u n d a n c e  di stri b uti o n  of  K E G G  Ort h ol o g y  ( K O)  r el at e d  wit h Al c o h ol  D e h y dr o g e n a s e  




Fi g ur e  S 4: C ell ul oti c E n z y m e s  at S v al b ar d M A G s a m o n g s a m pl e gr o u p s. T h e b ar c h art s h o w s 
a b u n d a n c e di stri b uti o n of K E G G Ort h ol o g y ( K O) r el at e d wit h C ell ul oti c E n z y m e s m et a b oli s m a m o n g 




Fi g ur e  S 5: C O D e h y dr o g e n a s e at S v al b ar d M A G s a m o n g s a m pl e gr o u p s. T h e b ar c h art s h o w s 
a b u n d a n c e di stri b uti o n o f K E G G Ort h ol o g y ( K O) r el at e d wit h C O D e h y dr o g e n a s e m et a b oli s m a m o n g 




Fi g ur e  S 6 :  Nitr o g e n  c y cl e at  S v al b ar d  M A G s  a m o n g  gr o u p s. T h e  b ar  c h art  s h o w s  a b u n d a n c e 
di stri b uti o n of K E G G Ort h ol o g y ( K O) r el at e d wit h Nitr o g e n c y cl e m et a b oli s m a m o n g gr o u p s i n a M A G -
c e ntri c vi e w.  
 
 
Fi g ur e  S 7: Di s si mil at or y s ulf at e r e d u cti o n  at S v al b ar d M A G s a m o n g gr o u p s. T h e b ar c h art s h o w s 
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m et a b oli s m a m o n g gr o u p s i n a M A G -c e ntri c vi e w.  
 
  
T a bl e S 1: T a x o n o mi c cl a s sifi c ati o n of M A G s .   
 
T a bl e S 2 : 1 6 S r R N A c o m p ar ati v e a n al y si s of S v al b ar d M A G s wit h r e c e nt st a bl e i s ot o p e  
pr o bi n g st u di e s.   
 




















P a p er V  
R e c o n st r u cti n g Ri b o s o m al G e n es F r o m L a r g e S c al e T ot al R N A M et a -
T r a n s c ri pt o mi c D at a.  
X u e, Y. * , L a n z é n, A., & J o n ass e n, I. 
Bi oi nf or m ati cs ( O xf or d, E n gl a n d) , 3 6( 1 1), 3 3 6 5 – 3 3 7 1. ( 2 0 2 0) 





S e q u e n c e a n al y si s
R e c o n str u cti n g ri b o s o m al  g e n e s fr o m l ar g e s c al e t ot al
R N A  m et a-tr a n s cri pt o mi c  d at a
Y a xi n  X u e 1, *,  A n d er s L a n z é n2, 3 a n d I n g e J o n a s s e n 1, *
1 C o m p ut ati o n al  Bi ol o g y  U nit,  D e p art m e nt of I nf or m ati c s,  U ni v er sit y of  B er g e n,  B er g e n,  N or w a y, 2 A Z TI- T e c n ali a,  H err er a K ai a, 2 0 1 1 0
P a s ai a, S p ai n a n d 3 I k er b a s q u e,  B a s q u e F o u n d ati o n f or S ci e n c e, 4 8 0 1 1  Bil b a o, S p ai n
* T o  w h o m c orr e s p o n d e n c e s h o ul d b e a d dr e s s e d.
A s s o ci at e E dit or: J a n  G or o d ki n
R e c ei v e d o n  N o v e m b er 1 7, 2 0 1 9; r e vi s e d o n F e br u ar y 1, 2 0 2 0; e dit ori al d e ci si o n o n  M ar c h 8, 2 0 2 0; a c c e pt e d o n  M ar c h 1 0, 2 0 2 0
A b str a ct
M oti v ati o n: T e c h n ol o gi c al a d v a n c e s i n  m et a-tr a n s cri pt o mi c s  h a v e e n a bl e d a  d e e p er  u n d er st a n di n g  of t h e str u ct ur e
a n d f u n cti o n  of  mi cr o bi al c o m m u niti e s. ‘ T ot al  R N A’  m et a-tr a n s cri pt o mi c s, s e q u e n ci n g  of t ot al r e v er s e tr a n s cri b e d
R N A,  pr o vi d e s a  u ni q u e  o p p ort u nit y t o i n v e sti g at e  b ot h t h e str u ct ur e a n d f u n cti o n  of a cti v e  mi cr o bi al c o m m u niti e s
fr o m all t hr e e  d o m ai n s  of lif e si m ult a n e o u sl y.  A  m aj or st e p  of t hi s a p pr o a c h i s t h e r e c o n str u cti o n  of f ull-l e n gt h t a x o-
n o mi c  m ar k er  g e n e s s u c h a s t h e s m all s u b u nit ri b o s o m al  R N A.  H o w e v er, c urr e nt t o ol s f or t hi s  p ur p o s e ar e  m ai nl y
t ar g et e d t o w ar d s a n al y si s  of a m pli c o n a n d  m et a g e n o mi c  d at a a n d t h u s l a c k t h e a bilit y t o  h a n dl e t h e  m a s si v e a n d
c o m pl e x  d at a s et s t y pi c all y r e s ulti n g fr o m t ot al  R N A e x p eri m e nt s.
R e s ult s: I n t hi s  w or k,  w e i ntr o d u c e  M et a Ri b, a  n e w t o ol f or r e c o n str u cti n g ri b o s o m al  g e n e s e q u e n c e s fr o m t ot al
R N A  m et a-tr a n s cri pt o mi c  d at a.  M et a Ri b i s  b a s e d  o n t h e  p o p ul ar r R N A a s s e m bl y  pr o gr a m  E MI R G E, t o g et h er  wit h
s e v er al i m pr o v e m e nt s.  W e a d dr e s s t h e c h all e n g e  p o s e d  b y l ar g e c o m pl e x  d at a s et s  b y i nt e gr ati n g s u b- a s s e m bl y,
d er e pli c ati o n a n d  m a p pi n g i n a n it er ati v e a p pr o a c h,  wit h a d diti o n al  p o st- pr o c e s si n g st e p s.  W e a p pli e d t h e  m et h o d
t o  b ot h si m ul at e d a n d r e al- w orl d  d at a s et s.  O ur r e s ult s s h o w t h at  M et a Ri b c a n  d e al  wit h l ar g er  d at a s et s a n d r e c o v er
m or e r R N A  g e n e s,  w hi c h a c hi e v e ar o u n d 6 0 ti m e s s p e e d u p a n d  hi g h er F 1 s c or e c o m p ar e d t o  E MI R G E i n si m ul at e d
d at a s et s. I n t h e r e al- w orl d  d at a s et, it s h o w s si mil ar tr e n d s  b ut r e c o v er s  m or e c o nti g s c o m p ar e d  wit h a  pr e vi o u s a n a-
l y si s  b a s e d  o n r a n d o m s u b- s a m pli n g,  w hil e e n a bli n g t h e c o m p ari s o n  of i n di vi d u al c o nti g a b u n d a n c e s a cr o s s s a m-
pl e s f or t h e  fir st ti m e.
A v ail a bilit y a n d i m pl e m e nt ati o n: T h e s o ur c e c o d e  of  M et a Ri b i s fr e el y a v ail a bl e at  htt p s:// git h u b. c o m/ y x x u e/
M et a Ri b .
C o nt a ct: y a xi n. x u e @ ui b. n o  or I n g e. J o n a s s e n @ ui b. n o
S u p pl e m e nt ar y i nf or m ati o n: S u p pl e m e nt ar y  d at a ar e a v ail a bl e at Bi oi nf or m ati c s o nli n e.
1 I nt r o d u cti o n
A d v a n c es i n n e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g h a v e b o ost e d t h e st u d y of
mi cr o bi al c o m m u niti es i n  m a n y e c os yst e ms.  M et a-tr a ns cri pt o mi cs,
t h e dir e ct s e q u e n ci n g a n d a n al ysis of all  R N A i n a  mi cr o bi al c o m-
m u nit y, h as b e e n  wi d el y us e d i n i n v esti n g  mi cr o bi al u ni v ers e fr o m
v ari o us e n vir o n m e nts ( C ar v al h ais et al. , 2 0 1 2; J ort h et al. , 2 0 1 4; S hi
et al. , 2 0 0 9). It pr o vi d es a n i nf or m ati v e p ers p e cti v e a b o ut t h e c ur-
r e nt st at e of f u n cti o n al o ut p ut, as it c a n el u ci d at e  w hi c h  m e m b ers
a n d f u n cti o ns of a c o m m u nit y ar e a cti v e i n c ert ai n cir c u mst a n c es,
r at h er t h a n o nl y t h e g e n o mi c c o nt e nts ( Fr a n z os a et al. , 2 0 1 5).  M et a-
tr a ns cri pt o mi cs is c o nsi d er e d t o b e  m or e effi ci e nt i n o bs er vi n g r a pi d
r e g ul at or y r es p o ns es t h a n  m et a- pr ot e o mi cs ( C ar v al h ais et al. ,
2 0 1 2 ).  M or e o v er, it c o ul d c a pt ur e t h e i nf or m ati o n  missi n g i n
D N A- b as e d  m et a g e n o mi cs, s u c h as  R N A vir us es ( C ull e y, 2 0 0 6 ;
Z h a n g et al. , 2 0 0 6).  T h e  w h ol e  mi cr o bi al  R N A p o ol is d o mi n at e d
b y r R N A a n d t R N A ( 9 5 – 9 9 %),  w hil e o nl y s m all fr a cti o ns ar e
m R N A ( 1 – 5 %) ( C ar v al h ais et al. , 2 0 1 2).  T o d at e,  m ost  m et a-
tr a ns cri pt o mi c st u di es h a v e f o c us e d o n f u n cti o n ( m R N A) r at h er
t h a n str u ct ur e, d e pl eti n g r R N A b ot h e x p eri m e nt all y a n d i n sili c o.
‘ T ot al  R N A  m et a-tr a ns cri pt o mi cs’ i n v ol v es t h e is ol ati o n a n d
s e q u e n ci n g of r e v ers e tr a ns cri b e d t ot al  R N A p o ols —i n cl u di n g
m R N A ( g e n e e x pr essi o n), r R N A ( a b u n d a n c e),  R N A vir us es, t R N A
a n d ot h er n o n- c o di n g  R N A —fr o m s a m pl es  wit h o ut a n y P C R or
cl o ni n g st e p. I n c o ntr ast t o n or m al  m et a-tr a ns cri pt o mi cs, t his a p-
pr o a c h e n a bl es us t o o bt ai n b ot h str u ct ur al a n d f u n cti o n al i nf or m a-
ti o n si m ult a n e o usl y i n a  mi cr o bi al c o m m u nit y (Uri c h et al. , 2 0 0 8). It
a ns w ers t w o f u n d a m e nt al q u esti o ns i n  mi cr o bi al r es e ar c h —‘ w h o is
t h er e ?’ a n d ‘ w h at ar e t h e y d oi n g ?’ — wit h a f e w a d v a nt a g es. I n t er ms
of str u ct ur al i n v esti g ati o n, t ot al  R N A  m et a-tr a ns cri pt o mi cs ass ess es
VC T h e  A ut h or( s) 2 0 2 0. P u bli s h e d b y  O xf or d  U ni v er sit y Pr e s s. 3 3 6 5
T hi s i s a n  O p e n  A c c e s s arti cl e di stri b ut e d u n d er t h e t er m s of t h e Cr e ati v e C o m m o n s  Attri b uti o n Li c e n s e ( htt p:// cr e ati v e c o m m o n s. or g/li c e n s e s/ b y/ 4. 0/),  w hi c h p er mit s u nr e-
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t a x o n o mi c di v ersit y i n all t hr e e d o m ai ns of lif e,  m e a n w hil e a v oi di n g
a m plifi c ati o n bi as, c o m p ar e d t o P C R- b as e d a m pli c o n s ur v e ys.
Ri b os o m al  R N A is als o ess e nti al f or pr ot ei n s y nt h esis i n all or g a n-
is ms.  T h us, its r el ati v e a b u n d a n c e a cr oss t a x a g e n er all y r efl e cts t h e
o v er all str u ct ur al a cti vit y i n a c o m m u nit y. F or f u n cti o n al pr ofili n g,
it pr o vi d es n o v el i nsi g hts i nt o c urr e nt g e n e a cti vit y st at us  wit h c orr e-
s p o n di n g str u ct ur al pr ofili n g si m ult a n e o usl y i n o n e e x p eri m e nt.
S e v er al t o ols ar e a v ail a bl e f or  m et a-tr a ns cri pt o mi cs, e. g. I M P
(N ar a y a n as a m y et al. , 2 0 1 6), S A M S A (W estr ei c h et al. , 2 0 1 6),
M et a Tr a ns ( M arti n e z et al. , 2 0 1 6), b ut t h e y ar e g e ar e d  m ai nl y f or
st u d yi n g t h e f u n cti o n al pr ofili n g.  T h o u g h t y pi c all y disr e g ar d e d i n
m et a-tr a ns cri pt o mi cs, r R N A a n d its c orr es p o n di n g g e n e is  wi d el y
us e d as a g e n eti c  m ar k er t o st u d y b a ct eri al p h yl o g e n y a n d t a x-
o n o m y, as it is pr es e nt i n all d o m ai ns a n d h as b ot h hi g hl y c o ns er v e d
r e gi o ns a n d r e gi o ns t h at v ar y b et w e e n s p e ci es.  C urr e ntl y,  m ost
str u ct ur al r R N A pr ofili n g r eli es o n a m pli c o n s e q u e n ci n g ( m et a- b ar-
c o di n g) usi n g ‘ u ni v ers al’ pri m ers t o t ar g et a n d a m plif y h y p er v ari a bl e
r e gi o ns of r R N A or ot h er t a x o n o mi c  m ar k ers as br o a dl y as p ossi bl e
(R oss elli et al. , 2 0 1 6).  Alt h o u g h a m pli c o n s e q u e n ci n g r e pr es e nts a
f u n d a m e nt all y i m p ort a nt  m et h o d f or st u d yi n g  mi cr o bi al a n d ot h er
bi ol o gi c al c o m m u niti es, it is s us c e pti bl e t o bi as es d e p e n di n g o n t h e
s p e cifi cit y/ u ni v ers alit y of t h e pri m ers us e d a n d ot h er P C R c o n di-
ti o ns.  T h us, it  m a y l e a d t o a n i n c o m pl et e or bi as e d pr ofil e of t h e
tr u e bi o di v ersit y pr es e nt i n a gi v e n s a m pl e (L a n z é n et al. , 2 0 1 1;
S h a k y a et al. , 2 0 1 3).  B y usi n g t ot al  R N A  m et a-tr a ns cri pt o mi cs f or
str u ct ur al pr ofili n g, s u c h bi as es c a n b e a v oi d e d. F urt h er m or e, it
all o ws f or t h e r e c o nstr u cti o n of f ull-l e n gt h r R N A s e q u e n c es, e n a-
bli n g a hi g h er r es ol uti o n f or t a x o n o m y pr ofili n g.  T his is t y pi c all y
n ot f e asi bl e i n  m et a- b ar c o di n g; usi n g s h ort-r e a d s e q u e n ci n g t e c h n ol-
o gi es r es ults i n a m pli c o ns  wit h i ns uffi ci e nt p h yl o g e n eti c si g n al,
w hil e l o n g-r e a d s e q u e n ci n g all o w f or l o n g er a m pli c o ns b ut is c ur-
r e ntl y r estri ct e d b y hi g h er err or r at es.  E xisti n g d e n o v o ass e m bl y
t o ols f or s h ot g u n s e q u e n c e r e a ds ar e d esi g n e d pri m aril y f or g e n o mi c
or  m et a g e n o mi c d at a a n d d o n ot p erf or m  w ell o n r R N A g e n es
(Y u a n et al. , 2 0 1 5). I nst e a d, t h er e ar e s e v er al t o ols d e v el o p e d s p e cif-
i c all y f or r R N A r e c o v er y a n d ass e m bl y, s u c h as  E MI R G E (Mill er
et al. , 2 0 1 3),  R E A G O (Y u a n et al. , 2 0 1 5),  R A M B L (Z e n g et al. ,
2 0 1 7 ) a n d  M A T A M (P eri c ar d et al. , 2 0 1 8).  H o w e v er, t h es e t o ols
w er e d esi g n e d f or a n al ysis of s m all er d at as ets a n d c a n n ot b e us e d
dir e ctl y t o a n al y z e t ot al  R N A  m et a-tr a ns cri pt o mi cs st u di es.
H er e,  w e pr es e nt  M et a Ri b, a n o v el t o ol f or c o nstr u cti n g f ull-
l e n gt h ri b os o m al g e n e s e q u e n c es o pti mi z e d f or t ot al  R N A  m et a-
tr a ns cri pt o mi c d at a. Firstl y, its d er e pli c ati o n pr o c ess e n a bl es us t o
i d e ntif y b ot h e xisti n g s p e ci es a n d n o v el s p e ci es,  w hil e  mi ni mi zi n g f als e
p ositi v es. F urt h er m or e, it si g nifi c a ntl y r e d u c es t h e r u n ni n g ti m e a n d
m e m or y us a g e b y a n it er ati v e s a m pli n g a p pr o a c h,  m a ki n g it p ossi bl e
t o ass e m bl e r R N A s e q u e n c es fr o m v er y l ar g e d at as ets: c o m bi ni n g s e v-
er al s a m pl es als o all o ws f or r e c o nstr u cti n g r R N A fr o m l ess a b u n d a nt
s p e ci es.  T h us,  M et a Ri b all o ws us t o st u d y t h e distri b uti o ns of
ass e m bl e d r R N A s e q u e n c es a cr oss  m ulti pl e s a m pl es, i n d e p e n d e nt of
t a x o n o mi c al cl assifi c ati o n.  T his is d o n e b y  m a p pi n g r e a ds t o t h e
r es ulti n g ass e m bl e d s m all s u b u nit ri b os o m al  R N A ( S S U r R N A)
s e q u e n c es,  w hi c h  w e c o nsi d er as o p er ati o n al t a x o n o mi c u nits ( O T Us).
O ur a p pr o a c h e x pl oits t h e u n e v e n t a x o n- a b u n d a n c e distri b uti o n
c o m m o n f or  mi cr o bi al c o m m u niti es,  wit h f e w d o mi n ati n g t a x a a n d
a l o n g t ail of r ar er o n es, oft e n r ef err e d t o as t h e ‘r ar e bi os p h er e’
(S o gi n et al. , 2 0 0 6).
I n pr a cti c e, t his l e a ds t o hi g h r e d u n d a n c y i n t ot al  R N A  m et a-
tr a ns cri pt o mi c d at a,  wit h  m a n y s e q u e n c es ori gi n ati n g fr o m t h e  m ost
a b u n d a nt s p e ci es.  O ur ass u m pti o n is t h at r R N A of hi g hl y a b u n d a nt
s p e ci es c a n b e r e c o nstr u ct e d fr o m a r el ati v el y s m all s u bs a m pl e of t h e
s e q u e n c es. S u bs e q u e ntl y, all r R N A s e q u e n c es i n t h e  w h ol e d at as et
r el at e d  wit h t h e s a m e s p e ci es c o ul d b e r e m o v e d fr o m f urt h er a n a-
l ysis, e n a bli n g r e c o nstr u cti o n of l ess a b u n d a nt s p e ci es it er ati v el y.
M er gi n g r e a ds fr o m s e v er al s a m pl es or d at as ets c a n als o h el p t o r e-
c o nstr u ct r ar er s p e ci es, b el o w t h e ass e m bl y t hr es h ol d i n s m all er
d at as ets.  W e e v al u at e d o ur t o ol usi n g t hr e e si m ul at e d t ot al  R N A
d at as ets (li mit e d t o pr o k ar y oti c r R N A  wit h s p e ci al d esi g n t o a c c ess
diff er e nt s c e n ari os) a n d b e n c h m ar k e d its p erf or m a n c e.  M or e o v er, a
r e al- w orl d d at as et fr o m a l ar g e-s c al e s oil t ot al  R N A e x p eri m e nt c o n-
sisti n g of t hr e e billi o n S S U r R N A r e a ds  w as a n al y z e d, s h o wi n g t h at
M et a Ri b c o ul d r e c o v er  m or e i nf or m ati o n t h a n  w h at  w as p ossi bl e i n
t h e pr e vi o us st u d y of t h e s a m e d at a.
2  M at e ri al s a n d  m et h o d s
2. 1  M et ari b  w or kfl o w
T h e  M et a Ri b al g orit h m c o nsists of t hr e e  m aj or  m o d ul es: (i) i niti al-
i z ati o n, (ii) it er ati v e r e c o nstr u cti o n a n d (iii) p ost- pr o c essi n g, s u m-
m ari z e d i n Fi g ur e 1 .
2. 1. 1 I niti ali z ati o n
A c o nfi g ur ati o n fil e is n e e d e d t o i niti at e t h e  w or kfl o w,  w hi c h first
c o ntr ols t h e a v ail a bilit y of d at a a n d st a n d al o n e s oft w ar e t o ols
( d e p e n d e n ci es).  A c as e-s p e cifi c  w or kfl o w s cri pt is t h e n g e n er at e d
a n d e x e c ut e d.  A f ull d es cri pti o n of t h e i n p ut c o nfi g ur ati o n fil e a n d
d at a str u ct ur e is f o u n d i n t h e  Git H u b r e p osit or y ( htt ps:// git h u b. c o m/
y x x u e/ M et a Ri b ).
2. 1. 2 It er ati v e r e c o nstr u cti o n
M et a Ri b us es a n it er ati v e pr o c ess t o r e c o nstr u ct r R N A c o nti gs.  T h e
w or kfl o w is i niti at e d o n a r a n d o ml y pi c k e d s u bs et of t h e t ot al r e a ds,
w hi c h ar e ass e m bl e d, a n d us e d t o filt er r e m ai ni n g r e a ds b y r e m o vi n g
t h os e t h at c a n b e  m a p p e d p erf e ctl y t o t h e r es ulti n g c o nti gs.  T his pr o-
c ess (r a n d o m s el e cti o n, ass e m bl y a n d filt eri n g) is t h e n r e p e at e d u ntil
a pr e- d efi n e d t er mi n ati o n crit eri o n is r e a c h e d.  T his  m o d ul e is c o m-
p os e d of fi v e st e ps:
St e p 1: S u bs a m pli n g r e a ds
T h e first st e p is i niti al s u bs a m pli n g of s e q u e n ci n g d at a fr o m t h e
r e m ai ni n g u n m a p p e d r e a ds. I n e a c h it er ati o n, a s u bs et of n r e a ds
( pr o vi d e d i n t h e c o nfi g ur ati o n fil e, b y d ef a ult n ¼ 1 0 0 0 0 0) is r a n-
d o ml y pi c k e d fr o m t h e t ot al u n m a p p e d r e a ds U , of si z e N (i niti all y
c o nt ai ni n g all r e a ds).  M et a Ri b  will c h a n g e t h e s e e d n u m b er a ut o-
m ati c all y at e a c h it er ati o n t o a v oi d r e p etiti v e s a m pli n g of r e a ds.
St e p 2:  Ass e m bl y of s u bs et
T h e r a n d o ml y pi c k e d s u bs et of si z e n is us e d as i n p ut t o  E MI R G E
(Mill er et al. , 2 0 1 3) f or r ef er e n c e- assist e d ass e m bl y i nt o r R N A c o n-
ti gs.  T h e  E MI R G E ass e m bl y p ar a m et ers, i n cl u di n g t h e r ef er e n c e s e-
q u e n c e d at a b as e us e d, c a n b e s p e cifi e d i n t h e c o nfi g ur ati o n fil e.
C o nsi d eri n g t h at t h e c o m m u nit y str u ct ur e is r el ati v e u n e v e n, f or
m ost n at ur al c o m m u niti es, c o nti gs c orr es p o n di n g t o hi g hl y a b u n-
d a nt s p e ci es ar e  m or e li k el y t o b e ass e m bl e d i n t h e first s e v er al it er a-
ti o ns e v e n  w h e n n N .
St e p 3:  D er e pli c ati o n of c o nti gs
W h e n t h e ass e m bl y is c o m pl et e d, c o nti gs r es ulti n g fr o m St e p 2 of
t h e c urr e nt it er ati o n ar e c o m p ar e d  wit h t h e e xisti n g ass e m bl e d
r R N A c o nti g s et C (i niti all y e m pt y).  N e w c o nti g s e q u e n c es ar e first
c o n c at e n at e d t o e xisti n g o n es, t h e n s ort e d b y s e q u e n c e l e n gt h a n d
Crit eri a 
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… …
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ul es, s oli d li n e r e ct a n gl es r e pr es e nt  m aj or st e ps i n e a c h  m o d ul e a n d r e d el e m e nts d e-
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r e n a m e d  wit h u ni q u e I Ds.  O v erl a p- b as e d cl ust eri n g is t h e n p er-
f or m e d t o eli mi n at e d u pli c at e d a n d k e e p l o n g est c o nti g s e q u e n c es
f or e a c h cl ust er usi n g a stri n g e nt t hr es h ol d, c o nsi d eri n g t h e hi g h
si mil arit y of r R N A c o nti gs.
St e p 4:  M a p pi n g of r e m ai ni n g u n m a p p e d r e a ds
All u n m a p p e d r e a ds, U (i. e. all r e a ds i n t h e first it er ati o n) ar e ali g n e d
a g ai nst t h e d er e pli c at e d c o nti g s et C usi n g stri n g e nt p ar a m et ers, c o n-
si d eri n g t h e pr es e n c e of hi g hl y c o ns er v e d r e gi o ns i n t h e r R N A g e n e.
R e a ds t h at ali g n t o t h e c o nti gs ar e r e m o v e d fr o m U , l e a vi n g o nl y u n-
m a p p e d r e a ds f or s u bs e q u e nt it er ati o ns. Si n c e s e q u e n c es fr o m hi g hl y
a b u n d a nt t a x a ar e  m or e li k el y t o b e ass e m bl e d i n t h e first it er ati o ns,
a l ar g e pr o p orti o n of r a w r e a ds ar e li k el y t o b e r e m o v e d,  w hi c h
f a cilit at es ass e m bl y of r e m ai ni n g r e a ds.  T his is t h e k e y a p pr o a c h of
M et a Ri b t o r e d u c e t h e c o m pl e xit y,  m e m or y a n d ti m e r e q uir e m e nt
w h e n ass e m bli n g l ar g e d at as ets fr o m t y pi c al, u n e v e n bi ol o gi c al
c o m m u niti es.
St e p 5:  Ter mi n ati n g crit eri a
T h e it er ati v e pr o c ess  will b e t er mi n at e d u n d er t hr e e cir c u mst a n c es:
(i) it r e a c h es a  m a xi m u m of 1 1 it er ati o ns; (ii) t h e r e m ai ni n g u n-
m a p p e d r e a ds is l ess t h a n n ; or (iii) t h e l ast it er ati o n pr o d u c e d a s uf-
fi ci e ntl y s m all n u m b er of n o v el c o nti gs (< 1 % of t h e c urr e nt c o nti g
s et).  T h e l ast sit u ati o n  m a y i n di c at e t h at ass e m bl y fr o m a s u bs a m pl e
of si z e n is diffi c ult d u e t o p o or c o v er a g e of all t a x a pr es e nt.  T o
c o u nt er a ct t his, a fi n al e xtr a it er ati o n is c arri e d o ut usi n g a s u b-
s a m pl e of si z e 2 n .
2. 1. 3 P ost- pr o c essi n g
O n c e a n y of t h e crit eri a f or h alti n g t h e it er ati o n h a v e b e e n  m et, a
fi n al n o n-r e d u n d a nt c o nti g s et is g e n er at e d.  M et a Ri b  will t h e n st art
p ost- pr o c essi n g t o filt er o ut l o w- q u alit y c o nti gs a n d esti m at e t h eir
r el ati v e a b u n d a n c e a cr oss i n di vi d u al s a m pl es.
St e p 1:  C al c ul ati n g  m a p pi n g st atisti cs
R a w r e a ds fr o m e a c h s a m pl e ar e ali g n e d t o t h e c o nti g s et C t o g e n er-
at e s e v er al  m a p pi n g st atisti cs b y  B B M A P, i n cl u di n g t h e  m a p pi n g r at e
( %), c o v er a g e a n d c o v er e d p er c e nt a g e of e a c h p arti c ul ar c o nti g i n C .
St e p 2: Filt eri n g c o nti gs
L o w- q u alit y c o nti gs ar e filt er e d b y p arsi n g  m a p pi n g st atisti cs r e-
p ort fr o m St e p 1.  W e c o nsi d er a p arti c ul ar c o nti g i n C is a f als e p osi-
ti v e r e c or d if eit h er its a v er a g e c o v er a g e or p er c e nt of b as es c o v er e d
ar e b el o w a pr e- d efi n e d t hr es h ol d ( b y d ef a ult 2 a n d 8 0 %,
r es p e cti v el y).
St e p 3:  Esti m ati n g a b u n d a n c e
T h e  m a p pi n g r at e is us e d t o r e pr es e nt r el ati v e a b u n d a n c e of c o nti gs
i n e a c h s a m pl e.  As r R N A g e n es c o nt ai n b ot h c o ns er v e d a n d v ari a bl e
r e gi o ns,  w e c h o os e t o i n cl u d e b ot h ‘ u n a m bi g u o us’  m a p pi n g ( w h er e
a  m er g e d r e a d is ali g n e d t o o nl y o n e c o nti g) a n d ‘ a m bi g u o us’  m a p-
pi n g ( w h er e a r e a d c a n b e ali g n e d t o  m or e t h a n o n e c o nti g).
Fi n all y,  M et a Ri b  will g e n er at e t w o fil es: o n e c o nt ai ni n g t h e
hi g h- q u alit y c o nti g s e q u e n c es (i n F A S T A f or m at) a n d o n e  m atri x
(‘ O T U t a bl e’) t h at s u m m ari z es t h e a b u n d a n c e i nf or m ati o n a cr oss
s a m pl es,  w hi c h e a c h r o w r e pr es e nti n g a c o nti g a n d e a c h c ol u m n r e p-
r es e nti n g a s a m pl e.  T h es e n u m b ers ar e ass u m e d t o a p pr o xi m at e t h e
a b u n d a n c es of t a x a c orr es p o n di n g t o t h e r e c o nstr u ct e d c o nti gs.  A n
e x c e pti o n is s p e ci es  wit h c o nsi d er a bl e i ntr a-s p e cifi c r R N A s e q u e n c e
v ari ati o n, f or  w hi c h t ot al a b u n d a n c e i nst e a d c a n b e o bt ai n e d b y
i d e ntif yi n g a n d a d di n g t h e r el ati v e a b u n d a n c es f or t h eir c o nti gs.
2. 2 I m pl e m e nt ati o n
M et a Ri b is d e v el o p e d  wit h P yt h o n 2. 7 a n d is distri b ut e d u n d er t h e
G N U  G P L v 3. 0 li c e ns e.  M et a Ri b is fr e el y a v ail a bl e o n htt ps://
git h u b. c o m/ y x x u e/ M et a Ri b .  D e p e n d e n ci es i n cl u d e t h e P yt h o n li br a-
ri es P a n d as ( us e d f or d at a a n al ysis).
M et a Ri b als o r e q uir es  E MI R G E f or r R N A ass e m bl y.  E MI R G E
w as c h os e n b y d ef a ult as it is o n e t h e  m ost  wi d el y us e d f or
r e c o nstr u cti n g f ull-l e n gt h r R N A g e n es a n d h as s h o w n b ett er p er-
f or m a n c e t h a n ot h er  m et h o ds.
T h e  B Bt o ols s uit ( htt ps://j gi. d o e. g o v/ d at a- a n d-t o ols/ b bt o ols/ ) is
als o r e q uir e d f or  M et a Ri b a n d utili z e d f or s e v er al t as ks i n cl u di n g
r e a d  m a p pi n g a n d d er e pli c ati o n.  B Bt o ols/r ef or m at.s h is us e d f or f or-
m at c o n v ersi o n a n d s u bs a m pli n g.  B Bt o ols/ d e d u p e.s h is a n o v erl a p-
b as e d d er e pli c ati o n t o ol all o wi n g a s p e cifi e d n u m b er of s u bstit u-
ti o ns or e dit dist a n c e, a p pli e d i n  M et a Ri b’s d er e pli c ati o n st e p.
D ef a ult d e d u p e.s h p ar a m et ers ar e  m a xi m u m fi v e i n d els a n d  mi n-
i m u m 9 9 % si mil arit y (f o ¼ t o w ¼ t c ¼ t  m cs ¼ 1 e ¼ 5  mi d ¼ 9 9 ).
B Bt o ols/ b b m a p.s h is us e d t o  m a p ( ali g n) r e a ds t o c o nti gs.  B B M a p
h as a f e w a d v a nt a g es f or o ur i m pl e m e nt ati o n, i n cl u di n g o ut p ut of
u n m a p p e d r e a ds i m m e di at el y ( b y p assi n g S A M/ B A M f or m at o ut-
p ut),  w hi c h a c c el er at es t h e it er ati o n pr o c ess. F urt h er m or e, it p er-
f or ms gl o b al r at h er t h a n l o c al ali g n m e nt t h at c a n a v oi d e x cl u di n g
e x c essi v e r e a ds d u e t o hi g hl y c o ns er v e d r e gi o ns of r R N A g e n es. I n
a d diti o n, it r et ur ns d et ail e d  m a p pi n g st atisti cs, us e d i n p ost-
pr o c essi n g.  D ef a ult p ar a m et ers f or  B B M A P is mi ni d ¼ 0. 9 6
m a xi n d el ¼ 1  mi n hits ¼ 2 i dfilt er ¼ 0. 9 8 a n d us ers c a n  m o dif y t h os e
p ar a m et ers i n t h e c o nfi g ur ati o n fil e.
T h e  B Bt o ols s uits a n d  E MI R G E n e e d t o b e i nst all e d b ef or e
M et a Ri b, a n d t h eir p ar a m et ers d efi n e d i n t h e c o nfi g ur ati o n fil e.
2. 3  E v al u ati o n  wit h si m ul at e d  d at a s et s
2. 3. 1  G e n er ati o n of si m ul at e d d at as ets
T o si m ul at e t h e c o m pl e xit y of r e al  mi cr o bi o m e c o m m u niti es, t hr e e
i n sili c o si m ul at e d d at as ets  w er e b uilt.  As a f ull-l e n gt h r R N A r ef er-
e n c e d at as et,  w e us e d t h e SI L V A S S U r R N A r ef er e n c e d at a b as e
(Q u ast et al. , 2 0 1 2) (r el e as e 1 2 3).  T o si m ul at e s e q u e n c e r e a ds f or
d at as et a , o n e t h o us a n d f ull-l e n gt h s e q u e n c es  w er e r a n d o ml y pi c k e d
fr o m a v ersi o n of t h e r ef er e n c e d at a b as e cl ust er e d at 9 4 % i d e ntit y
usi n g  m a xi m u m li n k a g e.  T h es e r ef er e n c e s e q u e n c es  w er e us e d t o
si m ul at e 5  milli o n Ill u mi n a p air- e n d s e q u e n ci n g r e a ds f oll o wi n g a
l o g- n or m al a b u n d a n c e distri b uti o n, usi n g  A R T (H u a n g et al. ,
2 0 1 2 ). F or  D at as et b ,  w e r a n d o ml y s el e ct e d 1 0 0 0 s e q u e n c es fr o m
t h e f ull n o n-r e d u n d a nt v ersi o n of Sil v a v 1 2 3 (i. e. n ot cl ust er e d usi n g
9 4 %).  O nl y f ull-l e n gt h s e q u e n c es  wit h a si mil arit y b et w e e n 9 5 %
a n d 9 9 % t o t h e cl ust er e d r ef er e n c e d at a b as e  w er e r et ai n e d a n d us e d
t o g e n er at e 5  milli o n s e q u e n c e r e a d p airs  wit h  A R T f oll o wi n g t h e
s a m e distri b uti o n. Fi n all y,  D at as et c w as si mil ar  wit h a , b ut all f ull-
l e n gt h s e q u e n c es us e d t o g e n er at e t h e m  w er e r e m o v e d fr o m t h e r ef-
er e n c e d at a b as e us e d b y  E MI R G E d uri n g ass e m bl y.  A n o v er vi e w of
si m ul at e d d at as ets is s h o w n i n Fi g ur e 2 .  T h e i ntr a- d at as et s e q u e n c e
si mil arit y  w as e v al u at e d b y p erf or mi n g gl o b al all- a g ai nst- all ali g n-
m e nt f or e a c h d at as et ( e x cl u d e s elf- ali g n m e nt)  wit h  mi ni m u m p air-
wis e i d e ntit y 9 0 ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. S 1 ).  All si m ul at e d d at as ets a n d
c orr es p o n di n g  E MI R G E r ef er e n c es ar e d e p osit e d at  NI R D r es e ar c h
d at a ar c hi v e ( htt ps:// ar c hi v e.si g m a 2. n o/ p a g es/ p u bli c/ d at as et D et ail.
jsf ?i d¼ 1 0. 1 1 5 8 2/ 2 0 1 9. 0 0 0 4 0).
a b c
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A: Hi st o gr a m of si mil arit y
a b c














B: D e n sit y of a b u n d a n c e
Fi g. 2. O v er vi e w of si m ul at e d d at as ets. ( A )  T h e gl o b al p air wis e si mil arit y distri b u-
ti o n of pi c k e d c o nti gs ali g ni n g t o t h e r ef er e n c e is s h o w n. ( B )  C o nti g a b u n d a n c e dis-
tri b uti o n f or si m ul at e d r e a ds i n t h e t hr e e t est d at as ets is s h o w n


































































2. 3. 2  E v al u ati n g p erf or m a n c e
Si m ul at e d d at as ets  w er e us e d t o c o m p ar e t h e p erf or m a n c e of
M et a Ri b  wit h  E MI R G E (r u n n o n-it er ati v el y).  All pr o gr a ms  w er e
t est e d o n t h e s a m e c o m p ut er cl ust er usi n g 4 0 c or es (i n- h o us e c o m-
p ut e s er v er, 8 0 c or es, 1  T B  R A M). F or t h e r u n ni n g ti m e c o m p aris o n
b e n c h m ar k,  w e us e d t h e  G N U ‘ti m e’ c o m m a n d t o c a pt ur e b ot h r e al
( el a ps e d), s yst e m a n d us er ti m e.
F or t h e si m ul at e d d at as ets,  w e c o ul d ass ess t h e c orr e ct n ess of t h e
r e c o nstr u ct e d c o nti gs, i. e. h o w si mil ar e a c h r e c o nstr u ct e d c o nti g
w as t o t h e ‘s o ur c e c o nti g’, r e c or di n g f or e a c h r e c o nstr u ct e d c o nti g
t h e si mil arit y of t h e cl os est s o ur c e s e q u e n c e, a n d vi c e v ers a; f or e a c h
s o ur c e s e q u e n c e, t h e si mil arit y of t h e cl os est r e c o nstr u ct e d c o nti g.
F or t his a n al ysis,  w e us e d  Vs e ar c h ( R o g n es et al. , 2 0 1 6) f or p erf or m-
i n g p air- wis e gl o b al ali g n m e nt  wit h 9 0 %  mi ni m u m i d e ntit y.
F or a r a n g e of si mil arit y t hr es h ol ds,  w e t h e n c o u nt e d st atisti c al
m e as ur es of t h e p erf or m a n c e of t w o  m et h o ds .  Tr u e p ositi v es ( T P)
c orr es p o n d t o t h e n u m b er of ‘ c orr e ctl y’ r e c o nstr u ct e d c o nti gs ( h a v-
i n g a r e c o nstr u ct e d c o nti g  wit h si mil arit y a b o v e t h e t hr es h ol d) a n d
f als e p ositi v es ( F P)—t h e n u m b er of r e c o nstr u ct e d i n c orr e ct c o nti gs
( b el o w t h e si mil arit y t hr es h ol d). F als e n e g ati v es ( F N) c orr es p o n d t o
t h e n u m b er of u n-r e c o nstr u ct e d s e q u e n c es i n t h e s o ur c e c o nti g.
Fi n all y,  w e c al c ul at e Pr e cisi o n , S e nsiti vit y a n d F 1-s c or e b as e d o n t h e
n u m b er of T P , F P a n d F N .
T o e v al u at e t h e a c c ur a c y of a b u n d a n c e esti m ati o n,  w e t h e n p er-
f or m e d P e ars o n’s c orr el ati o n t est b et w e e n t h e r e al a b u n d a n c e of
s o ur c e c o nti gs  wit h t h e a b u n d a n c e o ut p ut of t h e cl os est r e c o n-
str u ct e d c o nti gs.
2. 4  R e al- w orl d  d at a s et
I n or d er t o e v al u at e t h e p erf or m a n c e of  M et a Ri b o n r e al- w orl d t ot al
R N A s e q u e n c e d at a,  w e utili z e d t h e d at a 3 billi o n s e q u e n c e r e a ds
g e n er at e d as p art of t h e  As h B a c k pr oj e ct ( B a n g- A n dr e as e n et al. ,
2 0 2 0 ). B a n g- A n dr e as e n et al. ( 2 0 2 0) c o n d u ct e d a l ar g e-s c al e t ot al
R N A  m et a-tr a ns cri pt o mi c st u d y t o a c c ess t h e i m p a ct of  w o o d as h
o n a gri c ult ur al a n d f or est s oil  mi cr o bi al c o m m u niti es a n d f u n cti o n al
e x pr essi o n si m ult a n e o usl y a p pl yi n g f o ur d os es of  w o o d as h c o n c e n-
tr ati o n: 0, 3, 1 2 a n d 9 0 t h a 1 ( C o n c: 0, 3, 1 2, 9 0).  E a c h d os e  w as
a p pli e d t o t w o s oil t y p es: a gri c ult ur al a n d f or est s oil a n d t ot al c o m-
m u nit y  R N A e xtr a ct e d a n d s e q u e n c e d aft er 0, 1 0, 3 0 a n d 1 0 0 d a ys
of i n c u b ati o n ( D 0,  D 3,  D 3 0,  D 1 0 0).  T h e l ar g e-s c al e a n d c o m pl e xit y
m a d e it a n i d e al c as e t o a p pl y  M et a Ri b.
A t ot al of 3 2 5  G b r R N A s e q u e n c es  w er e c oll e ct e d fr o m t h e
w o o d as h d at as et ( P RJ N A 5 1 2 6 0 8).  D u e t o t h e l a c k of bi oi nf or m ati c
t o ols a n d c o m p ut ati o n al c o nstr ai nts, pr e vi o us r R N A a n al ysis  w as
p erf or m e d o n a s m all s u bs et ( 1. 5  milli o n r a n d o ml y s el e ct e d s e q u e n-
c es) of e a c h s a m pl e, usi n g  E MI R G E ( B a n g- A n dr e as e n et al. , 2 0 2 0).
W e r e a n al y z e d t h e c o m pl et e d at as et usi n g  M et a Ri b  wit h d ef a ult
p ar a m et ers, a n d, i n a r e p e at e d a n al ysis  wit h n ¼ 1 0 0 0 0 0 0 c o nsi d er-
i n g t h e l ar g er si z e of t h e d at as et.  D o w nstr e a m a n al ysis  w as p er-
f or m e d  wit h P h yl os e q (M c M ur di e a n d  H ol m es, 2 0 1 3 ) a n d  D A D A 2
(C all a h a n et al. , 2 0 1 6), fi g ur es  w er e g e n er at e d usi n g g g pl ot 2
(Gi n est et, 2 0 1 1 ) a n d  C o m pl e x H e at m a p (G u et al. , 2 0 1 6). Si n c e all
s a m pl es  w er e a n al y z e d t o g et h er i n  M et a Ri b,  w e c o ul d als o d et e ct
t h e pr es e n c e ( h er e d efi n e d as a r el ati v e a b u n d a n c e 1 e 5) of c o nti gs
a cr oss s a m pl es.
3  R e s ult s
3. 1  R u n ti m e c o m p ari s o n
T a bl e 1 s h o ws st atisti cs of ti m e us a g e  w h e n a n al y zi n g t h e t hr e e
si m ul at e d d at as ets usi n g  E MI R G E n o n-it er ati v el y a n d  wit h
M et a Ri b ( ot h er wis e usi n g t h e s a m e p ar a m et ers).  M et a Ri b c o ul d as-
s e m bl e si m ul at e d d at as ets ( 5  milli o n s e q u e n c es e a c h) i n a f e w
mi n ut es  w hil e  E MI R G E n e e ds d a ys t o r u n, r e pr es e nti n g ar o u n d 6 0 X
s p e e d u p c o m p ar e d t o usi n g  E MI R G E o ut of t h e b o x  wit h t h e s a m e
p ar a m et ers.
3. 2  C orr e ct n e s s
T h e r el ati v e p erf or m a n c e of t w o t o ols is s h o w n i n t er ms of
Pr e cisi o n , S e nsiti vit y a n d F 1-s c or e f or all t hr e e si m ul at e d d at as ets
r e pr es e nti n g diff er e nt s c e n ari o.  M et a Ri b s h o ws t h e b est o v er all p er-
f or m a n c e i n all d at as ets  wit h F 1-s c or e e v al u ati o n ( Fi g. 3 a n d
S u p pl e m e nt ar y  T a bl e S 1 ).  E MI R G E r e c o v ers al m ost all s o ur c e
s e q u e n c es if t h e y ar e r e pr es e nt e d i n t h e r ef er e n c e ( D at as et a ). F or b
a n d c ,  w h er e s o ur c e s e q u e n c es ar e l ess si mil ar t o t h e r ef er e n c e d at a-
b as e,  E MI R G E h as a hi g h er s e nsiti vit y c o m p ar e d t o  M et a Ri b.
H o w e v er, as s h o w n i n Fi g ur e 3 ,  E MI R G E is als o pr o d u ci n g a l ar g e
n u m b er ‘f als e’ c o nti gs,  w hi c h l e a ds t o a q uit e l o w pr e cisi o n a n d F 1-
s c or e e v e n i n a n i d e al c as e ( D at as et a ).  C o n v ers el y,  M et a Ri b is pr o-
d u ci n g f ar f e w er s u c h ‘f als e’ s e q u e n c es.  W e als o t est t h e p erf or m a n c e
of t h e ‘ c o nti g filt eri n g’ st e p d o n e as p art of t h e p ost- pr o c essi n g.
O ur r es ults d e m o nstr at e t h at filt eri n g l o w- q u alit y c o nti gs usi n g
m a p pi n g st atisti cs ( M et a Ri b _ F) i m pr o v es t h e p erf or m a n c e c o m-
p ar e d  wit h t h e u nfilt er e d r es ult ( M et a Ri b _ R; s e e 2. 1. 3 st e p 3).  M or e
d et ail e d r es ults —li k e st atisti c al  m etri cs of c o nti gs l e n gt h i n e a c h it er-
ati o n ( S u p pl e m e nt ar y  T a bl e S 2 ) a n d c o m p aris o n of c o nti gs l e n gt h
distri b uti o n b et w e e n t o ols ( S u p pl e m e nt ar y Fi g. S 2 ) – c a n b e f o u n d i n
t h e S u p pl e m e nt ar y  D at a .
3. 3  A b u n d a n c e e sti m ati o n
Fi g ur e 4 s h o ws t h e s c att er pl ot of c o m p ar ati o n of r el ati v e a b u n d a n c e
b et w e e n s o ur c e c o nti gs(sr c _ a b)  wit h t h e cl os est r e c o nstr u ct e d c o n-
ti gs ( est _ a b).  M et a Ri b c o ul d esti m at e t h e r el ati v e a b u n d a n c e a c c ur-
at el y  w h e n t h e n e arl y f ull-l e n gt h c o nti gs ar e r e c o nstr u ct e d (si m
9 7. 5), e v e n f or v er y l o w- a b u n d a nt r e c or ds (sr c _ a b 1 e 2).  As  w e
e x p e ct e d, it h as t h e b est p erf or m a n c e i n a n i d e al s c e n ari o ( D at as et
a ); h o w e v er, it c o m es u p  wit h o v er- esti m ati o n pr o bl e m at l o w-
a b u n d a nt r e c or ds c a us e d b y ‘ a m bi g u o us’  m a p pi n g of c o ns er v e d r e-
gi o n i n r R N A s e q u e n c es  w hi c h ar e disti n ct fr o m t h e r ef er e n c e
( D at as et b ).
T a bl e 1. C o m p ari s o n  of  pr o gr a m s r u n ni n g ti m e
Us er (s) El a ps e d ( H H: M M: S S) It er ati o ns
E MI R G E  M et a Ri b  E MI R G E  M et a Ri b  M et a Ri b
a 2 2 2 4 3 3 0 1 9 2 7 8 3 7: 0 2: 2 6 0: 2 8: 2 7 5
b 3 9 1 3 9 9 6 5 9 4 6 8 5 7: 3 6: 4 4 1: 0 7: 3 0 5
c 2 4 9 9 0 5 2 4 5 9 0 1 3 7: 4 5: 2 7 0: 4 7: 5 8 7
N ot e :  Us er is t h e a m o u nt of  C P U ti m e s p e nt; el a ps e d is t h e ti m e fr o m st art
t o fi nis h t h e pr o gr a m. It er ati o n is t h e it er ati o n n u m b er i n  M et a Ri b f or e a c h
d at as et.
Fi g. 3. O v er vi e w e v al u ati o n of c orr e ct n ess.  T h e X - a xis r e pr es e nts diff er e nt si mil arit y
t hr es h ol ds us e d t o d et er mi n e if a r e c o nstr u ct e d c o nti g is c orr e ct.  T h e Y - a xis r e pr e-
s e nts t h e v al u e of  m e as ur e m e nts ( pr e cisi o n, s e nsiti vit y a n d F 1-s c or e).  M et a Ri b _ F
r e pr es e nts c o nti gs filt er e d  wit h l o w- q u alit y r e c or ds,  w hil e  M et a Ri b _ R is t h e ori gi n al
o ut p ut


































































3. 4  R e al- w orl d  d at a s et
M et a Ri b c o ul d c o m pl et e t h e a n al ysis of 3 2 0  G b ( 3 billi o n r e a ds) i n
a p pr o xi m at el y 1 – 2 d a ys usi n g d ef a ult p ar a m et ers  wit h 8 0 c or es.
H o w e v er, t h e  C P U a n d r u n ti m e is n e arl y d o u bl e d  w h e n usi n g a
l ar g er r e a ds s a m pli n g n u m b er (n ¼ 1 0 0 0 0 0 0; T a bl e 2 ).
T h e r e a d s u bs a m pli n g n u m b er n als o eff e cts t h e p erf or m a n c e of
M et a Ri b, b ot h f or t h e it er ati o n pr o c ess a n d fi n al r es ult r es ulti n g i n
1 1 it er ati o ns f or t h e d ef a ult v al u e ( n ¼ 1 0 0 k ) a n d 9 it er ati o ns f or
n ¼ 1 M (s e e Fi g. 5 ).  As  w e e x p e ct e d, t h e si z e of U d e cr e as es si g nifi-
c a ntl y i n t h e first f e w it er ati o ns a n d t h us b e c o m es st a bili z e d;  w hil e
s m all er v al u es of n n e e d  m or e it er ati o ns t o c o n v er g e a n d r es ult i n
m or e r e m ai ni n g u n m a p p e d r e a ds aft er t h e l ast it er ati o n.  H o w e v er,
l ar g er n v al u es als o r es ult i n  m or e p ot e nti al f als e p ositi v es. F or e x-
a m pl e, t h e si z e of U c e as es t o d e cr e as e aft er fi v e it er ati o ns,  w h er e as
t h e n u m b er of  C  m ai nt ai ns a c o nti n u o us i n cr e as e. P arti c ul arl y, n e ar-
l y h alf of t h e C f ail t o p ass t h e filt er st e p ( F) usi n g n ¼ 1 M .  W e f ur-
t h er c h e c k t h e n u m b er of c o nti gs  w hi c h r el ati v e a b u n d a n c e is hi g h er
t h a n c ert ai n t hr es h ol ds ( 0. 0 0 1 %:  H _ 0 0 0 1, 0. 0 1 %:  H _ 0. 0 1, 0. 1 %:
H _ 0. 1) i n at l e ast o n e s a m pl e a c c or di n g t o t h eir esti m at e d a b u n-
d a n c e.  W e fi n d t h at t h e n u m b er of ‘ d o mi n a nt’ ( hi g h a b u n d a n c e)
c o nti gs usi n g t h e d ef a ult v al u e ( n ¼ 1 0 0 k ) gi v es cl os er r es ults t o
n ¼ 1 M wit h a hi g h er t hr es h ol d,  w hi c h i n di c at es t h at t h e s m all er, d e-
f a ult v al u e of n w as s uffi ci e nt t o r e c o nstr u ct t h e  m aj orit y r R N A c o n-
ti gs i n a c o m pl e x c o m m u nit y.  R es ults o bt ai n e d usi n g n ¼ 1 M w er e
t h us e x cl u d e d fr o m f urt h er a n al ysis.
W e o bs er v e  m or e r R N A c o nti gs i n b ot h sit es a n d si mil ar tr e n ds
of ri c h n ess a n d S h a n n o n di v ersit y a cr oss tr e at m e nts i n f or est s oil as
t h os e r e v e al e d b y pr e vi o us a n al ysis (B a n g- A n dr e as e n et al. , 2 0 2 0),
e x c e pt c o nsi d er a bl y l ess fl u ct u ati o n of di v ersit y a cr oss tr e at m e nts
a n d ti m e i n a gri c ult ur al s oil ( Fi g. 6 ).
M et a Ri b is a bl e t o r e c o v er  m or e r R N A c o nti gs a cr oss all
d o m ai ns a n d c a pt ur es  m or e t a x a t h a n b ef or e. F or e x a m pl e, t h e f u n-
g al di visi o n M u c or o m y c ot a a p p e ars t o b e d o mi n a nt i n b ot h  wit h a n
a b u n d a n c e of a p pr o xi m at el y 3. 5 % i n F or est at t h e hi g h est as h c o n-
c e ntr ati o n,  w hil e  missi n g i n t h e pr e vi o us a n al ysis ( B a n g- A n dr e as e n
et al. , 2 0 2 0) (Fi g. 7 ).  M et a Ri b als o all o w e d us t o c arr y o ut
t a x o n o m y-i n d e p e n d e nt st atisti cs t h at  w er e n ot p ossi bl e  w h e n ass e m-
bli n g r e a ds s a m pl e- b y-s a m pl e.  T h us,  w e o bs er v e d s e v er al i nt er esti n g
a b u n d a n c e p att er ns a m o n g t h e t o p 1 0 0 d o mi n a nt c o nti gs, ill ustr at e d
as a h e at m a p i n Fi g ur e 7 . F or e x a m pl e,  w hil e Pr ot e o b a ct eri a w er e
u bi q uit o us i n b ot h s oils, diff er e nt c o nti gs d o mi n at e d a n d s h o w e d
m or e fl u ct u ati o ns i n t h e f or est.  C o nti gs affili at e d t o t h e
A ci d o b a ct eri a w er e d o mi n a nt i n t h e f or est s oil a n d  m ost of t h eir
a b u n d a n c es  w er e p ositi v el y c orr el at e d  wit h c o n c e ntr ati o n; h o w e v er,
t h e y dr o p p e d si g nifi c a ntl y at t h e hi g h est as h c o n c e ntr ati o n.  B esi d es,
o n e Fir mi c ut es affili at e d c o nti g  w as o nl y pr es e nt e d i n a gri c ult ur al
s oil,  w hil e ot h er Fir mi c ut es c o nti gs  w er e o nl y a b u n d a nt i n t h e hi g h-
est d os e i n f or est s oil. Verr u c o mi cr o bi a ass o ci at e d c o nti gs s h o w e d
t h e o p p osit e tr e n d.
4  Di s c u s si o n
H er e,  w e pr es e nt t h e t o ol  M et a Ri b f or r e c o nstr u cti n g r R N A g e n es
fr o m l ar g e s c al e t ot al  R N A  m et a-tr a ns cri pt o mi c d at a. Its  m ai n a d-
v a nt a g e c o m p ar e d t o e xisti n g  m et h o ds is t o q ui c kl y a n d r eli a bl y as-
s e m bl e r R N A c o nti gs a cr oss  m ulti pl e s a m pl es, e v e n i n v er y l ar g e
d at as ets,  wit h a l o w f als e p ositi v e r at e a n d a t a x o n o m y-i n d e p e n d e nt
r el ati v e a b u n d a n c e esti m ati o n.
Fi g. 4. E v al u ati o n of a b u n d a n c e esti m ati o n.  V al u es f or r e al a b u n d a n c e (sr c _ a b) a n d
t h e cl os est esti m at e d a b u n d a n c e ( est _ a b) dis pl a y e d o n l o g –l o g c o or di n at es a n d c ol-
or e d  wit h t h e si mil arit y s c or e (si m). P e ars o n c orr el ati o n is c al c ul at e d b et w e e n sr c _ a b
a n d est _ a b
T a bl e 2. C o m p ari s o n  of  M et a Ri b r u n ni n g ti m e  wit h  diff er e nt s a m-
pli n g r e a d s  n u m b er
S a m pli n g _ n u m ( n ) Us er (s) El a ps e d ( H H: M M: S S)
1 0 0 0 0 0 ( 1 0 0  K) 7 9 2 7 0 2 3 3 8: 0 0: 4 8
1 0 0 0 0 0 0 ( 1  M) 1 2 3 3 0 1 3 0 6 2: 1 6: 5 5
N ot e :  T h e pr o gr a m is p erf or m e d  wit h 8 0 c or es.
Fi g. 5. M et a Ri b p erf or m a n c e f or  A S H B A C K d at as et p er it er ati o n  wit h t w o diff er e nt
r e a d s u bs a m pli n g n u m b ers n . 1 – 1 1 L: it er ati o ns. F: filt er e d c o nti gs.  H: c o nti gs  w hi c h
r el ati v e a b u n d a n c e is hi g h er t h a n c ert ai n t hr es h ol ds ( 0. 0 0 1 %:  H _ 0 0 0 1, 0. 0 1 %:
H _ 0. 0 1, 0. 1 %:  H _ 0. 1) i n at l e ast o n e s a m pl e
Fi g. 6. N u m b er of c o nti gs a n d S h a n n o n di v ersit y a cr oss t h e t w o s oils at i n cr e asi n g
w o o d as h a m e n d m e nt a n d i n c u b ati o n ti m es ( n ¼ 1 0 0  K).  T h e pr es e n c e of c o nti g is
d et er mi n e d b y t h e a v er a g e a b u n d a n c e  wit hi n e a c h  m e as ur e a n d s oil ( 1 e 5).
S h a n n o n di v ersit y is esti m at e d b as e d o n r el ati v e a b u n d a n c e t a bl e


































































Usi n g si m ul at e d d at as ets,  w e s h o w t h at  M et a Ri b p erf or ms si mi-
l arl y t o  E MI R G E (r e pr es e nti n g t h e c urr e nt st at e- of-t h e- art) i n t er ms
of r e c o v eri n g t h e u n d erl yi n g f ull-l e n gt h tr u e s e q u e n c es, at t h e s a m e
ti m e a v oi di n g g e n er ati n g as  m a n y u nr eli a bl e s e q u e n c es (f als e p osi-
ti v es)  wit h a si g nifi c a nt s p e e d u p.  B esi d es, it pr o vi d es a n o p p ort u nit y
t o h a v e a n o v er vi e w of t h e a b u n d a n c e distri b uti o n a cr oss  m ulti pl e
s a m pl es,  w hi c h c o ul d i n di c at e i m p ort a nt f u n cti o ns or p att er ns  w h e n
c o m bi n e d  wit h bi ol o gi c al i nf or m ati o n.
Still, s o m e c h all e n g es r e m ai n.  B ot h  E MI R G E a n d  M et a Ri b ar e
r ef er e n c e- b as e d a p pr o a c h es,  w hi c h c o ul d h a v e iss u es i n r e c o v eri n g
n o v el a n d si mil ar c o nti gs  w h e n t h er e is l a c ki n g i nf or m ati o n i n t h e
r ef er e n c e d at a b as e ( D at as ets b a n d c ): o nl y p arti al s e q u e n c es c o ul d
b e r e c o nstr u ct e d i n s u c h e xtr e m e s c e n ari o.  T h e c o ntr asti n g r es ults of
si m ul at e d d at as ets i n di c at e t h at  M et a Ri b is a bl e t o c a pt ur e  m ost i n-
f or m ati o n i n r el ati v el y  w ell- c h ar a ct eri z e d e n vir o n m e nts  w hil e it is
m or e li k el y t o g e n er at e f als e p ositi v es a n d p arti al s e q u e n c es f or
p o orl y c h ar a ct eri z e d e n vir o n m e nts. It als o ill ustr at es t h at t h e r ef er-
e n c e d at a b as e is cr u ci al f or p erf or m a n c e.  W hil e t h e  m ost r e c e nt r e-
l e as e of Sil v a i n cl u d es o v er 9  milli o n S S U s e q u e n c es, o ur si m ul ati o ns
us e d a l ess i n cl usi v e, e arli er v ersi o n, cl ust er e d at 9 4 % s e q u e n c e i d e n-
tit y. It is li k el y t h at a  m or e r e c e nt v ersi o n  will r es ult i n hi g h er si mi-
l arit y f or r R N A s e q u e n c es, b ut it als o r es ult i n l o n g er e x e c uti o n
ti m es.  At a n y r at e, a n o n-r e d u n d a nt r ef er e n c e d at a b as e is r e c o m-
m e n d e d, si n c e  E MI R G E is li mit e d t o r e c o nstr u cti n g s e q u e n c es  wit h
m a xi m u m 9 7 % si mil arit y t o e a c h ot h er ( Mill er et al. , 2 0 1 3).  Ot h er
r e c e nt t o ols f or r R N A ass e m bl y s u c h as  M A T A M ( P eri c ar d et al. ,
2 0 1 8 ) h a v e b e e n s h o w n t o p erf or m b ett er t h a n  E MI R G E o n s m all
d at as ets, a n d f ut ur e  w or k c o ul d i n cl u d e usi n g  M A T A M  wit hi n t h e
M et a Ri b t o ol.
A n a d v a nt a g e of t ot al  R N A  m et a-tr a ns cri pt o mi cs is t h e a bilit y t o
esti m at e r el ati v e a b u n d a n c es of r R N A s e q u e n c es as pr o xi es of  mi-
cr o bi al t a x a,  wit h o ut P C R bi as. Si mil arl y, a p pli c ati o ns of t hir d-
g e n er ati o n s e q u e n ci n g li k e  O xf or d n a n o p or e als o h a v e t his a d v a n-
t a g e t o g et h er  wit h e xtr e m e l o n g s e q u e n ci n g r e a ds a n d r e al-ti m e
i d e ntifi c ati o n,  w hi c h h as s h o w n gr e at p ot e nti al i n  mi cr o bi al r es e ar c h
(J ai n et al. , 2 0 1 6; S hi n et al. , 2 0 1 6).
H o w e v er, it is i m p ort a nt t o p oi nt o ut t h at t h e n u m b er of r R N A
r e a ds d o es n ot r e pr es e nt a n u n bi as e d esti m at e of n eit h er t h e
m et a b oli c a cti vit y n or t h e a b u n d a n c e ( bi o m ass or c ell n u m b ers) of
t h e t a x a as s u c h, si n c e r R N A g e n e c o p y n u m b er a n d p att er ns of
ri b os o m al tr a ns cri pti o n a n d r et e nti o n v ar y b et w e e n or g a nis ms
(Bl a z e wi c z et al. , 2 0 1 3). I n a d diti o n, s o f ar it s e e ms t o b e n o c o m-
m er ci al kit fr o m  O xf or d  N a n o p or e f or s e q u e n ci n g of pr o k ar y oti c or
t ot al  R N A, o nl y e u k ar y oti c, p ol y A-t a g g e d  m R N A s e q u e n ci n g.
S e v er al p ar a m et er s etti n gs  will als o i m p a ct t h e p erf or m a n c e of
M et a Ri b, es p e ci all y f or l ar g e s c al e d at as ets, as ill ustr at e d h er e usi n g
a r e al- w orl d d at as et. I n p arti c ul ar, t h e tr a d e- off b et w e e n e x e c uti o n
ti m e a n d t h e q u alit y of t h e fi n al r es ults n e e ds t o b e c o nsi d er e d c ar e-
f ull y. F or e x a m pl e, i n cr e asi n g t h e r e a d s u bs a m pli n g n u m b er  will
l e a d t o l o n g er e x e c uti o n ti m es, b ut g e n er at e  m or e l o w a b u n d a n c e
c o nti gs fr o m r ar e or g a nis ms, t h us r e c o v eri n g  m or e of t h e di v ersit y.
H o w e v er, it als o l e a ds t o  m or e f als e p ositi v es i n t er ms of i n c orr e ctl y
ass e m bl e d c o nti gs.
I n t h e c urr e nt i m pl e m e nt ati o n,  M et a Ri b dis c ar ds a n y r e m ai ni n g
u n m a p p e d r e a ds aft er t h e it er ati o n pr o c ess is fi nis h e d.  H o w e v er,
t a x o n o m y-i n d e p e n d e nt r R N A ass e m bl y t o ols li k e  R E A G O c o ul d b e
c o nsi d er e d as a f urt h er st e p t o ass e m bl e dis c ar d e d r e a ds i n or d er t o
m a xi mi z e t h e i nf or m ati o n r e c o v er e d fr o m t ot al  R N A d at as ets.
O ur a p pr o a c h o p e ns u p s e v er al n e w p ers p e cti v es f or t ot al  R N A
m et a-tr a ns cri pt o mi cs. First of all, it si m plifi es t h e a n al ysis of t h e
l ar g e a n d r e d u n d a nt d at as ets g e n er at e d, vi a it er ati v e r e c o nstr u cti o n.
I n d oi n g s o, it als o r e d u c es f als e p ositi v es a n d all o ws f or t a x o n o m y-
i n d e p e n d e nt c o m p aris o ns of c o nti g a b u n d a n c es a cr oss s a m pl es. I n
s pit e of its a d v a nt a g es, t ot al  R N A h as n ot b e e n  wi d el y us e d c o m-
p ar e d t o ot h er e n vir o n m e nt al g e n o mi cs t e c h ni q u es  W e h o p e t h at
M et a Ri b  will e n a bl e r es e ar c h ers t o  m a k e  m or e us e of t his t e c h ni q u e
a n d t h e v al u a bl e r R N A s e q u e n c e d at a g e n er at e d,  wit h f ull-l e n gt h
s e q u e n c es fr e e of pri m er bi as.  Ulti m at el y, t his e n a bl es a d e e p er
u n d erst a n di n g of h o w n at ur al  mi cr o bi al c o m m u niti es ar e str u ct ur e d,
as  w ell t h eir f u n cti o n.
Fi n a n ci al  S u p p ort
n o n e d e cl ar e d.
C o nfli ct  of I nt er e st
n o n e d e cl ar e d.
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Fi g. 7. H e at m a p of a b u n d a n c e distri b uti o n f or t o p 1 0 0  m ost d o mi n a nt c o nti gs
a m o n g s a m pl es ( n ¼ 1 0 0  K). S a m pl es ar e or d er e d at i n cr e asi n g i n c u b ati o n ti m es a n d
w o o d as h a m e n d m e nt
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